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ESTRUTURAÇÃO DA TESE 

Os resultados desta tese estão organizados por capítulos, apresentados no formato de 

coletânea de artigos científicos, evidenciando a contribuição dos resultados obtidos para o 

entendimento da COVID-19. 

Capítulo I: Este capítulo reúne os artigos relacionados ao metabolismo de 

esfingolipídios (SL) e destaca sua relevância como ferramenta diagnóstica e prognóstica, além 

de sua importância na compreensão da patogênese da COVID-19. 

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial 

Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19. Este estudo 

explorou o perfil de produção de esfingolipídios e seus derivados metabólicos ativos em 

pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Foram analisadas a expressão gênica de enzimas 

envolvidas no metabolismo dos SL em leucócitos de sangue periférico de pacientes com 

COVID-19 e o potencial dos SL como biomarcadores de gravidade da doença. 

Artigo 2: High-resolution targeted mass spectrometry for comprehensive 

quantification of sphingolipids: clinical applications and characterization of extracellular 

vesicles. Neste estudo, foi utilizado a técnica de cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massa em tandem de alta resolução (LC-MS/MS com MRM-HR) para 

desenvolver um método direcionado à identificação e quantificação de diversas espécies de 

esfingolipídios. As análises foram realizadas em amostras de plasma de pacientes com 

COVID-19, bem como em vesículas extracelulares (EVs), permitindo um mapeamento dessas 

biomoléculas e suas potenciais aplicações clínicas. 

Capítulo II: Neste capítulo, é abordada a relação entre a produção de esfingosina-1-

fosfato (S1P) e parâmetros clínicos e inflamatórios em pacientes com COVID-19. Além disso, 

são apresentados dados sobre a expressão gênica dos receptores de S1P (S1PR) e de enzimas 

do metabolismo de S1P em leucócitos de pacientes com COVID-19. Este capítulo também 

inclui uma investigação in vitro sobre o papel de S1P e S1PR1 na replicação viral do SARS-

CoV-2 e na modulação da atividade inflamatória em macrófagos, cujo manuscrito está em 

fase de publicação. 

Capítulo III: Este capítulo lista todos os dez artigos publicados durante o período do 

doutorado, provenientes da colaboração com os consórcios de pesquisa IMUNOCOVID e 

AEROBICOVID. Também apresenta um resumo das atividades realizadas durante o período 

de Doutorado Sanduíche na University of Nebraska, nos Estados Unidos. 



A conclusão foi elaborada com base nos resultados dos capítulos I e II. As 

referências listadas ao final desta tese correspondem às citações presentes na Introdução, no 

Referencial Teórico e discussão do Capítulo II. As referências específicas do Capítulo I estão 

localizadas no final dos respectivos artigos. 
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“Educar verdadeiramente não é ensinar fatos novos ou enumerar fórmulas prontas, 
mas sim preparar a mente para pensar.” 

Albert Einstein 
 

 
 

 
“Ele fortalece o cansado e dá grande vigor ao que está sem forças... mas aqueles que 

esperam no Senhor renovam as suas forças. Voam alto como águias; correm e não ficam 
exaustos, andam e não se cansam.” 

Isaías 40:29-31" 
  



RESUMO 

A infecção por SARS-CoV-2, causador da COVID-19, desencadeia distintos padrões 
patofisiológicos, resultando em alterações e desequilíbrio na resposta imunológica do 
hospedeiro. Em casos graves, ocorre uma inflamação pulmonar intensa, com impactos 
sistêmicos. A tempestade de mediadores, incluindo lipídios e citocinas, nos pacientes graves 
contribui para o dano tecidual. Os esfingolipídios (SL) desempenham papéis fundamentais em 
diversos processos celulares e teciduais, incluindo a regulação da inflamação, distúrbios 
metabólicos e até carcinogênese. Nossa pesquisa utilizou espectrometria de massa de alta 
resolução e análise de RNAseq para examinar o metabolismo dos SL em amostras de plasma 
de indivíduos controle (n = 55), pacientes com COVID-19 (n = 204) e indivíduos 
convalescentes (n = 77), correlacionando esses dados com parâmetros clínicos e inflamatórios 
relacionados à gravidade da doença. Além disso, investigamos in vitro o papel do receptor 1 
de S1P (S1PR1) na replicação viral do SARS-CoV-2 e na atividade inflamatória em culturas 
de células humanas THP-1 semelhantes a macrófagos. Nossas análises revelaram alterações 
de espécies de SL no plasma dos participantes do estudo. As alterações mais relevantes foram 
observadas em pacientes com doença grave. As espécies de esfingomielina (SM) d18:1/24:0 e 
d18:1/24:1 foram identificadas como potenciais biomarcadores de gravidade. Além disso, 
notamos uma diminuição na expressão de enzimas envolvidas na via do S1P e seu receptor 
S1PR1, em células sanguíneas de pacientes graves com COVID-19. Observamos também, 
que a síntese de S1P está relacionada aos esforços do organismo para transitar para a fase de 
recuperação e resolução da COVID-19, embora não pareça exercer um papel anti-inflamatório 
definido. Nossos experimentos in vitro demosntraram que o bloqueio do receptor S1PR1 teve 
eficácia na redução da replicação viral e na modulação da resposta imune exacerbada. Assim, 
nossos resultados ressaltam a interação entre a produção de S1P e esfingomielinas (SM), 
identificadas como potenciais biomarcadores de gravidade, com o sistema imunológico na 
COVID-19. 

Palavras-chaves: Esfingolipídios, Biomarcador, Esfingosina-1-fosfato (S1P), SARS-CoV-2, 

COVID-19. 



ABSTRACT 

The SARS-CoV-2 infection, responsible for COVID-19, initiates diverse pathophysiological 
pathways, leading to changes and disruptions in the host's immune response. Severe cases 
often manifest intense pulmonary inflammation with systemic repercussions. The storm of 
mediators, including lipids and cytokines, in severe patients contributes to tissue damage. 
Sphingolipids (SL) play fundamental roles in various cellular and tissue processes, including 
inflammation regulation, metabolic disorders, and even carcinogenesis. Our research used 
high-resolution mass spectrometry and RNAseq analysis to examine SL metabolism in 
plasma samples from control individuals (n = 55), COVID-19 patients (n = 204), and 
convalescent individuals (n = 77), correlating these data with clinical and inflammatory 
parameters related to disease severity. Additionally, we investigated in vitro the role of 
Sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1PR1) in SARS-CoV-2 viral replication and 
inflammatory activity in THP-1 human cell cultures resembling macrophages. Our analyses 
revealed alterations in SL species in the plasma of study participants, with the most 
significant changes observed in severe disease patients. The sphingomyelin (SM) species 
d18:1/24:0 and d18:1/24:1 were identified as potential severity biomarkers. Additionally, we 
observed a decrease in the expression of enzymes involved in the S1P pathway and its 
receptor S1PR1 in blood cells from severe COVID-19 patients. We also noted that S1P 
synthesis is related to the body's efforts to transition to the recovery and resolution phase of 
COVID-19, although it does not seem to exert a defined anti-inflammatory role. Our in vitro 
experiments demonstrated that blocking the S1PR1 receptor was effective in reducing viral 
replication and modulating the exacerbated immune response. Thus, our findings highlight the 
interaction between S1P production and sphingomyelins (SM), identified as potential severity 
biomarkers, with the immune system in COVID-19. 
 
Key words: Sphingolipids, biomarker, Sphingosine-1-phosphate (S1P), SARS-CoV-2, 
COVID-19. 
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G-CSF Fator estimulador de Colônias Granulocíticas 
GeBIL Grupo de Estudos em Biotecnologia e Imunoquímica de Lipídios 
H1N1  Influenza A subtipo H1N1 
HDL Lipoproteína de alta densidade 
HexCer Hexoglicosilceramida 
HPLC Cromatografia líquida de alta performance 
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IFN Interferon 
IL Interleucina 
iNOS Oxido nítrico-sintase induzida 
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IP-10 Proteína 10 induzida por interferon-gama (CXCL10) 
IQR Intervalo interquartil 
IRF3 Fator Regulador de Interferon  
JNK Proteína c-Jun N-terminal cinase 
KDR 3-ceto-dihidroesfingosina 
LacCer Lactosilceramida 
LC-MS/MS Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas sequencial 
LDL Lipoproteínas de baixa densidade 
LIIP Laboratório de Inflamação e Imunologia das Parasitoses 
MCP-1 Proteína 1 quimioatraente de monócitos (CCL2) 
MDA5 Gene 5 associado à diferenciação de melanoma 
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NF-Kb Fator nuclear kappa B 
NF-Κb Fator nuclear kappa B 
NGF Fator de crescimento neural 
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NS Não estrutural 
OD Oddis Ratio 
OMS Organização Mundial da Saúde  
ORF  Quadro aberto de leitura, do inglês Open Reading Frame 
P53 Gene supressor tumoral proteína 53 kDa 
PAMPs Padrões moleculares associados a patógenos  
PaO2 Pressão parcial de oxigênio 
Pb Pares de bases 
PBMC Células mononucleares de sangue periférico 
PCR  Proteína C Reativa 
PE Fluorocromo ficoeritrina 
PI3K Fosfoinositídeo 3-quinase 
PKCε Proteína quinase tipo C 
PLC Fosfolipase C 
PLC fosfolipase C 
PLS-DA Análise discriminante de mínimos quadrados parciais 
PPARγ Receptor nuclear ativado por proliferador de peroxissoma 
PPGIBA Programa de Pós-graduação em Imunologia Básica e Aplicada 
PRR Receptor de reconhecimento de padrão  
RAC Rac Family Small GTPase  
RdRp RNA Polimerase dependente de RNA  



RE Retículo endoplasmático 
RIG-I  Gene I induzível pelo ácido retinóico 
RNA Ácido ribonucleico 
RNL Razão neutrófilos-linfócitos 
RNL razão neutrófilos-linfócitos 
ROC Curva Característica de Operação do Receptor 
ROS Espécies reativas de oxigênio 
RT-PCR  Reação em Cadeia da Polimerase com Transcrição Reversa 
S1P Esfingosina-1-fosfato  
S1PR Receptor de S1P 
SARS-CoV-2  do inglês, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 
SDRA Síndrome do desconforto respiratório agudo  
SDS Dodecil- sulfato de sódio 
SL Esfingolipídios  
SM Esfingomielina 
Smase Esfingomielinase   
SMS Esfingomielina sintase 
SphK Esfingosina quinases  
SPP S1P fosfatase 
SPT Serina palmitoiltransferase 
SREBP-1 Proteína 1 de ligação ao elemento regulador de esterol do fator de transcrição 
ssRNA RNA de fita simples com polaridade positiva 
STAT JAK-STAT – JAK (cinase Janus), STAT (transdutor de sinal e ativador de transcrição) 
TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
TMPRSS2 Serina protease transmembrana 2 celular 
TNF Fator de necrose tumoral 
TRAF2 Receptor de TNF associado ao fator 2 
UFAM Universidade Federal do Amazonas 
UTI Unidade de Tratamento Intensivo 
Vero CCL-81 Células epiteliais renais extraídas de um macaco verde africano 
VIP Importância da Variável na Projeção 
VLDL Lipoproteínas de densidade muito baixa 
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INTRODUÇÃO 

O agente responsável pela COVID-19 (do inglês, coronavirus disease19), o SARS-

CoV-2, foi identificado no final de 2019 e resultou em mais de 774 milhões de casos e 7 

milhões de óbitos globalmente até 2024 (1–3). Ainda que a maioria dos indivíduos possam ser 

assintomáticos ou manifestar sintomas leves, alguns pacientes, podem progredir para a forma 

grave da doença. As principais manifestações clínicas em pacientes graves foram síndrome do 

desconforto respiratório agudo (SDRA), distúrbios cardiovasculares, coagulopatia, choque 

séptico, hiperinflamação, falência de múltiplos órgãos e, em casos extremos, óbito (4–8,8–

11). Além das características virológicas, a ocorrência desses diferentes desfechos clínicos 

pode estar relacionada com variações na resposta imune (12). 

Os esfingolipídios (SL) representam a segunda maior classe de lipídios de membrana e 

desempenham múltiplos papéis como moléculas sinalizadoras. Eles estão envolvidos em 

processos celulares fundamentais, como crescimento celular, sobrevivência, migração de 

células imunes, integridade vascular e epitelial, além de desempenharem um papel crucial na 

regulação da inflamação e no desenvolvimento do câncer (13). As Ceramidas (Cer), 

esfingosinas (Sph) e esfingomielinas (SM), entre outros metabólitos, compõem os principais 

constituintes desse vasto complexo de biomoléculas (60). 

A esfingosina-1-fosfato (S1P) é um mediador lipídico bioativo que desempenha funções 

cruciais em diversas atividades celulares, como migração, diferenciação e sobrevivência 

celular. A S1P é produzida a partir da esfingosina pelas esfingosina quinases (SphK1 e 

SphK2). Posteriormente, é secretada para o espaço extracelular, onde se liga aos receptores 

acoplados à proteína G, conhecidos como receptores S1P (S1PR1-5), para modular o 

comportamento celular (14). Além disso, a S1P induz a ativação do fator nuclear kappa B 

(NF-κB), que regula diversos aspectos das funções imunes inatas e adaptativas, 

desempenhando um papel central nas respostas inflamatórias (15,16).  No entanto, a S1P 

também demonstrou atividade anti-inflamatória ao induzir a polarização de macrófagos M1 

(perfil pró-inflamatório) para o perfil M2 (anti-inflamatório) (17,18). Entretanto, pouco se 

sabe sobre a participação dos SL no processo inflamatório em pacientes com COVID-19. 

Além disso, ainda não está claro a possível participação desses lipídios na evolução da 

doença. Assim, temos proposto que os SL são importantes moduladores da imunidade inata e 

adaptativa e a produção destes mediadores na COVID-19 necessita ser melhor investigado. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Aspectos epidemiológicos 

Globalmente, foram confirmados 774.593.066 casos de COVID-19 e 7.028.881 

mortes até fevereiro de 2024. No Brasil, até a mesma data, foram confirmados 38.374.307 de 

casos e 709.601 mortes, com 1,8% de letalidade (19,20) (Figura 1). 

 

Figura 1: Distribuição dos casos de COVID-19 até 04 de fevereiro de 2024. 
Fonte: (3). 

2.2 Classificação e características estruturais do SARS-CoV-2 

O SARS-CoV-2 é classificado como um membro da família Coronaviridae, 

pertencente ao gênero Betacoronavirus. Ele é categorizado no grupo IV de acordo com a 

classificação de Baltimore, possuindo um genoma de RNA de fita simples com polaridade 

positiva (ssRNA), que varia de aproximadamente 26 a 32kb. A partícula viral é envelopada e 

tem uma morfologia esférica, com um diâmetro que varia entre 100 e 160 nm (Figura 2) (21–

23). 
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Figura 2: Representação da estrutura e principais proteínas do SARS-CoV-2. 
Fonte: Adaptado de (24). 
 

O SARS-CoV-2 se liga às células alvo dos hospedeiros através do domínio peptidase 

da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que é altamente expressa em células 

epiteliais respiratórias. A clivagem da proteína S viral é mediada pela serino-protease 

transmembrana tipos 2 e 11D (TMPRSS2, TMPRSS11D), que expõe uma região denominada 

“peptídeo de fusão” e desencadeia a fusão entre o envelope viral e as membranas celulares, 

permitindo a entrada do vírus (25,26). O RNA genômico viral, após ser liberado no 

citoplasma da célula, é inicialmente traduzido na ORF1, gerando as poliproteínas pp1a e 

pp1ab, que são clivadas por proteases virais (3CLpro e Mpro) em proteínas não estruturais 

(NSP1– NSP16), incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRP). A RdRP é 

responsável por copiar a fita de RNA (+) em RNA (-), que serve como molde para a síntese 

do RNA genômico. As proteínas estruturais (S, E, M e N) são traduzidas no retículo 

endoplasmático da célula hospedeira. Posteriormente, o RNA genômico e as proteínas 

estruturais se organizam para formar novas partículas virais, que são então liberadas por 

exocitose (Figura 3) (24,25,27). 
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Figura 3: Principais etapas do ciclo de replicação do SARS-CoV-2 nas células do hospedeiro. 
Fonte: Adaptado de (24). 

 

2.3 Aspectos clínicos da infecção por SARS-CoV-2 

As principais manifestações clínicas da COVID-19 podem variar de sintomas leves 

até quadros grave e críticos da doença. Os principais sintomas descritos são febre (83%), tosse 

(82%), falta de ar (31%), dor muscular (11%), confusão (9%), dor de cabeça (8%), dor de 

garganta (5%), rinorréia (4%), dor no peito (2%), diarréia (2%) e náusea e vômito (1%). As 

complicações mais comuns são Síndrome Respiratória Aguda Grave (17-29%), lesão cardíaca 

aguda (12%) e infecções secundárias (10%) (28). 

A transmissão ocorre, principalmente, por meio de gotículas respiratórias liberadas 

por tosse ou espirro e aerossol (29). O período de incubação em média são de 

aproximadamente 5 a 7 dias podendo variar de 1 a 14 dias. Embora a maioria dos pacientes 

desenvolva doença leve a moderada, 5 a 10% progridem para forma grave ou crítica (8,30–

32). A maioria dos casos de COVID-19 com complicações graves foram observados em 

homens, idosos, e pacientes com alguma doença de base (8,31), incluindo obesidade, diabetes, 

hipertensão e síndrome metabólica, cuja incidência é alta no Brasil (33). 
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Casos graves podem ocorrer no início do curso da doença, mas as observações 

clínicas geralmente descrevem uma progressão em duas etapas, começando com uma 

apresentação leve a moderada seguida por uma piora respiratória secundária de 9 a 12 dias 

após o início dos sintomas (8,34,35). A piora respiratória é concomitante com a extensão das 

opacidades pulmonares em vidro fosco na tomografia computadorizada do tórax, 

linfocitopenia, tempo de protrombina alto e aumento de dímero-D (8). 

2.4 Imunopatogênese da COVID-19 

O reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e 

padrões moleculares associados a perigo (DAMPs) pelos receptores de reconhecimento de 

padrão (PRRs) é a primeira etapa na ativação do sistema imunológico inato contra a infecção 

viral. Nos compartimentos endossomais, o receptor semelhante a Toll 3 (TLR-3) detecta a 

molécula de RNA de fita dupla (dsRNA), enquanto TLR-7 e TLR-8 reconhecem RNA de fita 

simples (ssRNA). No citoplasma, os receptores RIG-I (Gene I induzível pelo ácido retinóico), 

MDA5 (gene 5 associado à diferenciação de melanoma) e NOD (receptores semelhantes ao 

domínio de oligomerização de ligação de nucleotídeos) também podem reconhecer o ssRNA 

(36). 

Após este reconhecimento, os PRRs induzem vias de sinalização intracelular que 

levam à ativação dos fatores de transcrição como NF-kB, Fator Regulador de Interferon 3 

(IRF3) e IRF7. Esses fatores de transcrição estimulam a expressão de diversos genes 

responsáveis pela produção de Interferons tipo I (IFN α e β), citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas, além do aumento da expressão de moléculas coestimulatórias e moléculas de 

adesão endotelial para direcionar o recrutamento de células imunes para o local da infecção 

(36,37). A ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ é essencial e auxilia no controle da 

replicação e disseminação viral, bem como, na eliminação de células infectadas e regulação 

de danos teciduais (38,39).  

A produção elevada de citocinas e quimiocinas inflamatórias estimula o 

recrutamento de macrófagos e neutrófilos no sítio da infecção. No entanto, a infiltração 

excessiva de células imunes leva a ocorrência de dano tecidual via disfunção do endotélio e 

vasodilatação, favorecendo o edema pulmonar, limitando a troca gasosa, levando à 

insuficiência respiratória (Figura 4) (36,37). Os casos graves de COVID-19 podem apresentar 

uma tempestade de citocinas associada à síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA), com elevadas concentrações de mediadores inflamatórios, incluindo IL-2, IL-6, IL-
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7, IL-10, G-CSF, IP-10, MCP-1, MIP-1α (8,40–45). Enquanto a resposta de IFN tipo I está 

bastante prejudicada em pacientes graves e críticos (com nenhuma atividade de IFN-β e baixa 

produção de IFN-α), associada a uma carga viral persistente no sangue e uma resposta 

inflamatória exacerbada, parcialmente impulsionada por NF-κB (46). Alem disso, foi descrito 

a ocorrência de tempestade lipídica nos pulmões de pacientes graves com aumento de 

ciclooxigenase e metabólitos inflamatórios derivados da lipoxigenase (47). 

 

 
Figura 4: Eventos imunes envolvidos na imunopatogenese da COVID-19. 
Fonte: Adaptada de (37). 

 

O SARS-CoV-2 é capaz de induzir a produção de anticorpos, no entanto os títulos 

desses anticorpos são dependentes da gravidade da doença e carga viral (48). Além disso, 

pacientes com COVID-19 hospitalizados normalmente manifestam linfopenia, sugerindo que 

a imunidade celular pode estar comprometida pela ação do vírus (32,49). Qin et al., (2020) 

observaram que pacientes graves tendem a apresentar baixas contagens de linfócitos; 

leucocitose; elevada razão neutrófilos-linfócitos (RNL); redução nas células T auxiliares e nas 

células T reguladoras; menor frequência relativa de monócitos, eosinófilos e basófilos; 

aumento na porcentagem de células T auxiliares naïve e diminuição nas células T auxiliares 

de memória. 
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Células de lavado broncoalveolar e células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) de paciente com COVID-19 mostraram maior expressão dos genes de quimiocinas 

Ccl2, Mcp-1, Cxcl10, Ccl3, Ccl4 e Mip-1α, e aumento da apoptose-induzida via sinalização de 

P53, o que pode estar associada com a linfopenia dos pacientes e com a imunossupressão nos 

sobreviventes (50). Além disso, para que ocorra a saída dos linfócitos de órgãos linfoides, é 

essencial a ação da S1P um importante mediador lipídico pleiotrópico, da classe dos SL, 

envolvido na regulação de diversos processos fisiopatológicos em diferentes tipos celulares, 

incluindo aquelas do sistema imune inato e adaptativo (13,51). 

2.5 Bioquímica e metabolismo de esfingolipídios 

Os SL representam a segunda maior classe de lipídios de membrana e desempenham 

funções essenciais como moléculas sinalizadoras. Eles estão envolvidos em diversos 

processos celulares, incluindo proliferação, crescimento celular, sobrevivência, reorganização 

do citoesqueleto, adesão, migração de células imunes, manutenção da integridade vascular e 

epitelial, além de desempenharem um papel significativo na regulação da inflamação e no 

desenvolvimento do câncer (13). 

A ceramida (Cer) é considerada a molécula central no metabolismo dos SL (52) e 

pode ser sintetizada a partir de três vias diferentes (Figura 5): I) Na via de novo, por 

condensação de serina e palmitato (palmitoil-CoA) no retículo endoplasmático com ação da 

enzima serina palmitoil-CoA transferase, formando a 3-ceto-dihidroesfingosina (KDR), que, 

por sua vez, é convertida em dihidroesfingosina, a qual é acetilada em dihidroceramida pela 

ceramida sintase (CerS), e a sua dessaturação resulta na formação de Cer (15,53).  II) através 

do catabolismo da esfingomielina (SM) na via da esfingomielinase (SMase) (54,55) e III) 

através do catabolismo de SL complexos na via de reciclagem ou catabólica (salvage 

pathway) (56). 

Diferentes SL são gerados a partir do metabolismo da Cer. Sua fosforilação pela 

enzima ceramida quinase (CerK) resulta na formação de ceramida-1-fosfato (C1P) (57). A 

ceramidase (CSase) catalisa a quebra da Cer em esfingosina (Sph), que pode ser convertida de 

volta em Cer pela ceramida sintase (CerS) ou fosforilada pelas esfingosina quinases (SphK) 

para produzir S1P (Figura 5) (58,59). 
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Figura 5: Biossíntese dos esfingolipídios. (SPT: serina palmitoiltransferase; 
KDR: 3-ceto-dihidroesfingosina redutase; CerS: ceramida sintase; CSase: 
ceramidase; Des: desaturase; SphK: esfingosina quinase; SPP: S1P fosfatase; 
SMase: esfingomielinase; SMS: esfingomielina sintase; CerK: ceramida quinase; 
C1PP: ceramida-1-fosfato fosfatase). 
Fonte: Adaptada de (60). 

 

As Cer podem ativar o fator de transcrição pró-inflamatório NF-κB e estão 

relacionadas à regulação do estresse, senescência celular e apoptose (61,62). Sua produção é 

desencadeada por fatores de estresse celular, como TNF-α, fator de crescimento neural 

(NGF), IL-1β, agentes quimioterápicos e senescência celular (54,59). Especificamente, as Cer 

têm sido implicadas na infecção de células hospedeiras por diversos patógenos bacterianos e 

virais, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, 

Escherichia coli, micobactérias, vírus do sarampo e rinovírus (63). Embora as Cer sejam 

produzidas dentro das células, elas também podem ser detectadas em fluidos biológicos, como 

plasma ou lavado broncoalveolar, onde se ligam a proteínas transportadoras ou 

microvesículas lipídicas derivadas da membrana plasmática celular (64). 

A desacetilação da Cer dá origem à esfingosina-1-fosfato (S1P), que desempenha um 

papel crucial na regulação da motilidade e invasão celular, angiogênese, maturação vascular, 
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migração de linfócitos e resposta imune. Além disso, sua presença está associada a condições 

como câncer, alergias, aterosclerose e doenças autoimunes (59,65). A S1P é encontrada em 

menores concentrações nos tecidos e em concentrações mais elevadas na circulação sanguínea 

(~ 0.5 a 1 uM) e na linfa (~ 0.1 uM), formando um gradiente de concentração de S1P que 

regula o tráfego dos linfócitos (66,67). 

Cerca de 65% da S1P plasmática é transportada na circulação, ligada à apoM de 

partículas de lipoproteína de alta densidade (HDL), enquanto 30% está ligada à albumina e 

pequenas quantidades estão associadas às lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) ou 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) (66,68,69). Os eritrócitos produzem cerca de 75% do 

S1P presente no plasma, enquanto as plaquetas humanas contêm aproximadamente nove 

vezes mais S1P em relação aos eritrócitos. No entanto, considerando que os eritrócitos 

representam cerca de 95% das células sanguíneas, sua contribuição total para a concentração 

de S1P no sangue é maior. Além disso, as plaquetas não possuem as enzimas responsáveis 

pela degradação do S1P. As células endoteliais também contribuem para a produção de S1P 

no plasma (70–72). 

A S1P é gerada pela fosforilação direta da Sph livre por enzimas conhecidas como 

esfingosina quinases (SphK1 e SphK2) (Figura 5) (73). Essas duas isoformas de quinases, 

juntamente com fosfatases, desempenham um papel crucial no equilíbrio entre a Sph e a S1P 

(74–76). A enzima SphK1 é predominantemente citoplasmática, associando-se à membrana 

plasmática, fagossomas e vesículas endossomais. Por outro lado, a SphK2 é encontrada em 

diversos compartimentos celulares, como o retículo endoplasmático, as mitocôndrias ou o 

núcleo, variando conforme o tipo celular (70,77), sendo mais presente no compartimento 

nuclear (78). 

A S1P extracelular exerce sua ação por meio de uma família de receptores de S1P 

(S1PR1 a 5), que estão acoplados a proteínas G (79,80). Quando ativados, esses receptores 

desencadeiam vias efetoras e respostas celulares específicas, como secreção, proliferação, 

sobrevivência e migração celular (Figura 6) (81). O S1PR1 é expresso na maioria das células 

imunes e regula a migração dos linfócitos, células natural killers (NKT), células dendríticas, 

macrófagos, neutrófilos, mastócitos e osteoclastos (51). Os outros receptores, S1PR2, S1PR3, 

S1PR4 e S1PR5, têm uma distribuição mais restrita nas células do sistema imunológico. A 

expressão seletiva desses receptores por determinadas populações de células imunes oferece 

uma regulação específica das suas funções efetoras. As células T expressam 
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predominantemente S1PR1 e S1PR4; os mastócitos e macrófagos expressam S1PR1 e S1PR2, 

enquanto as células dendríticas e células NK expressam S1PR5. (17,82). 

 
Figura 6:  Principais vias de sinalização mediadas pelo S1PR1. AC: adenilil ciclase; 
cAMP: AMP cíclico; ERK: quinase regulada por sinal extracelular; PI3K: 
fosfatidilinositol 3-quinase; PLC: fosfolipase C. 

A S1P também é capaz de se ligar ao receptor de TNF associado ao fator 2 (TRAF2) 

e estimular a atividade da ubiquitina ligase (E3), e assim ativar a via do NF-κB, o qual regula 

vários aspectos das funções imunes inatas e adaptativas e serve como um mediador central 

das respostas inflamatórias (15,16). A S1P intracelular também ativa o fator de transcrição 

NF-κB por meio de TRAF2, contribuindo mais uma vez para a ativação imune (73). 

No entanto, o papel do metabólito bioativo S1P na inflamação ainda é controverso, 

exibindo propriedades pró e anti-inflamatórias, dependendo do tipo de célula em que são 

geradas e do microambiente (83). Por exemplo, foi observado que a S1P pode promover a 

transição de macrófagos M1 (perfil pró-inflamatório) para o perfil M2 (anti-inflamatório) 

(17,18). Além disso, foi relatado que a S1P ligada a lipoproteínas de alta densidade (HDL) 

limita a linfopoiese e a neuroinflamação em camundongos, em contraste com sua ligação à 

albumina (84). 

Além disso, diversos vírus induzem reprogramação metabólica celular em células do 

sistema imunológico, incluindo alterações na via glicólica, ciclo do ácido tricarboxílico, 

aminoácidos e síntese de lipídios (85–89). Por exemplo, células epiteliais brônquicas 
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infectadas com SARS-CoV-2 apresentaram 59 - 65% dos genes diferencialmente expressos 

relacionados ao metabolismo, incluindo 8 - 18% dos genes associados às vias metabólicas 

lipídicas (90). 

As alterações no metabolismo energético induzidas pelo SARS-CoV-2 podem afetar 

o funcionamento adequado de diversos órgãos, e os padrões metabólicos modificados estão 

correlacionados com a progressão e gravidade da COVID-19 (91,92). Os lipídios, como 

diglicerídeos, ácidos graxos livres e triglicerídeos, foram encontrados em quantidades 

elevadas no grupo de pacientes que faleceram devido à COVID-19 (92). Estudos ex vivo e in 

vitro também relataram aumento na replicação viral em células com acúmulo excessivo de 

lipídios intracelulares, bem como a formação de corpos lipídicos em monócitos de pacientes 

infectados naturalmente e em infecções in vitro pelo SARS-CoV-2 (93). Nesses estudos, foi 

observado um aumento na expressão da proteína 1 de ligação ao elemento regulador de 

esterol do fator de transcrição (SREBP-1), que é um regulador chave da lipogênese, assim 

como do receptor nuclear ativado pelo proliferador de peroxissoma (PPARγ) após a infecção 

pelo SARS-CoV-2. Ehrlich et al., (2020) também relataram que o SARS-CoV-2 altera a 

expressão ou atividade de PPARα e PPARγ nas células epiteliais pulmonares, indicando uma 

reprogramação celular para um fenótipo lipogênico. Esses resultados sugerem que os 

distúrbios no metabolismo lipídico, tanto sistêmicos quanto celulares, desempenham um papel 

relevante na gravidade da COVID-19. No entanto, ainda não está claro qual é o perfil de 

produção dos SL e seus derivados metabólicos durante a infecção por SARS-CoV-2, nem sua 

relação com os diferentes aspectos clínicos da COVID-19. 
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3 JUSTIFICATIVA 

A atividade do sistema imunológico é crucial para determinar a evolução de 

infecções e o desfecho clínico das doenças. Em muitos pacientes com COVID-19, 

complicações pulmonares e sistêmicas graves podem resultar em óbito. Esses pacientes 

frequentemente apresentam uma resposta inflamatória robusta, caracterizada pela produção 

desregulada de citocinas e mediadores lipídicos, os quais contribuem na patogênese da lesão 

pulmonar, edema e migração de células inflamatórias. As complicações sistêmicas afetam 

diversos órgãos e são manifestadas por febre, citopenias, hiperferritinemia, coagulação 

intravascular disseminada e choque hipovolêmico, eventos influenciados por mediadores 

inflamatórios. Recentemente, observou-se que a ocorrência de tempestades lipídicas nos 

pulmões de pacientes graves também pode modular esses processos inflamatórios. 

Está bem estabelecido que os SL desempenham funções estruturais e de sinalização 

em células eucarióticas. Os metabólitos dessa via, como o S1P, são importantes moléculas de 

sinalização implicadas na regulação das principais funções fisiológicas, incluindo proliferação 

celular, sobrevivência, desenvolvimento embrionário, organogênese e tráfico de células 

imunes, e estão envolvidos em uma variedade de processos patológicos, principalmente 

aqueles relacionados com respostas inflamatórias. Em particular, as Cer foram descritas como 

potentes agentes pró-inflamatórios, enquanto o S1P desempenha um papel controverso na 

inflamação, podendo exercer funções pró ou anti-inflamatórias. Análogos do receptor S1PR1 

forneceram proteção in vivo contra a resposta fisiopatológica durante a infecção por influenza 

H1N1 e melhoraram a taxa de sobrevivência. Recentemente, foi demonstrado que o 

tratamento com análogo deste receptor resultou em controle significativo da resposta imune 

após estímulo com H1N1 em camundongos, melhorando também a sobrevivência, 

especialmente quando combinado com o antiviral oseltamivir. A lipidômica é uma abordagem 

altamente robusta, com potencial para revelar biomarcadores importantes no diagnóstico, 

monitoramento ou prevenção do risco de doenças. A desregulação da homeostase nas vias de 

formação dos SL pode fornecer candidatos promissores como biomarcadores de processos 

biológicos associados à imunopatogênese da COVID-19. Portanto, é determinante investigar a 

produção e participação dos SL na inflamação sistêmica causada pelo SARS-CoV-2, e 

desenvolvimento da gravidade na COVID-19. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Investigar a influência da modulação do metabolismo de esfingolipídios sistêmico nas 

diferentes manifestações clínicas da COVID-19, identificando biomarcadores de prognósticos 

e o papel da esfingosina-1-fosfato (S1P) na resposta imunológica de pacientes infectados pelo 

SARS-CoV-2. 

4.2 Objetivos específicos 

Capítulo I: 

• Descrever o perfil de produção de SL e seus derivados metabólicos ativos em 

pacientes infectados por SARS-CoV-2; 

• Explorar o potencial dos SL como biomarcadores de gravidade na COVID-19; 

• Analisar a expressão gênica de enzimas do metabolismo dos SL em leucócitos do 

sangue periférico de pacientes com COVID-19. 

Capítulo II: 

• Investigar a relação entre a produção de S1P com parâmetros clínicos e inflamatórios 

em pacientes com COVID-19; 

• Analisar a expressão gênica dos receptores de S1P (S1PR) e de enzimas do 

metabolismo de S1P em leucócitos do sangue periférico de pacientes com COVID-19; 

• Investigar in vitro o papel de S1P e S1PR1 na replicação viral do SARS-CoV-2 e 

atividade inflamatória em macrófagos. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Aspectos éticos 

O presente trabalho é derivado do projeto intitulado “Avaliação prospectiva de 

expressão gênica e resposta humoral em COVID-19 grave: busca de potenciais 

biomarcadores para evolução da doença em pacientes infectados por SARS-CoV-2”, 

realizado na cidade de Ribeirão Preto/SP, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP, sob o número de CAAE: 

30525920.7.0000.5403 e Parecer nº 4.076.158 e estudo AEROBICOVID (CAAE: 

33783620.6.0000.5659 e CAAE: 33783620.6.3001.5403). 

5.2 Tipo de estudo  

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, analítico do tipo transversal, em 

pacientes infectados pelo vírus SARS-CoV-2 com uma parte experimental in vitro. 

5.3 Área de estudo 

O estudo foi realizado na cidade de Ribeirão Preto, Estado de São Paulo, 

desenvolvido na Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – FCFRP-USP, 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto – FFCLRP-USP em colaboração 

com o Programa de Pós-graduação em Imunologia básica e Aplicada da Universidade Federal 

do Amazonas (UFAM). 

5.4 População de estudo 

Participaram deste estudo pacientes infectados com o SARS-CoV-2, com diagnóstico 

molecular confirmado por Real Time PCR e apresentação clínica presente ou passada 

(convalescentes) da doença COVID-19, assim como os respectivos controles. Foram 

selecionados os seguintes participantes/grupos para o estudo: 

• Grupo de Controles: indivíduos provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirão 

Preto, com teste molecular (RT-PCR) pós-swab nasofaríngeo negativo, autodeclarados 

saudáveis e assintomáticos. 
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• Grupo de Pacientes Domiliciares: indivíduos assintomáticos ou oligossintomáticos e 

com resultado positivo para o teste molecular (RT-PCR) para SARS-CoV-2. Estes 

participantes foram provenientes de buscas domiciliares, após consulta de relatórios da 

Vigilância Epidemiológica de Ribeirão Preto e/ou sistema Hygia para identificação 

dos casos testados positivos, realizados via Unidades Básicas, e foram classificados 

conforme a gravidade da doença, em leves ou moderados. 

• Grupo de Pacientes Hospitalares: pacientes atendidos em hospital 

privado/filantrópico (Hospital São Paulo ou Hospital Santa Casa de Misericórdia de 

Ribeirão Preto), que testaram positivo para o SARS-CoV-2 como rotina hospitalar de 

atendimento de indivíduos com síndrome gripal por RT-PCR (kit Biomol 

OneStep/COVID-19; Instituto de Biologia Molecular do Paraná - IBMP Curitiba/PR) 

usando swabs nasofaríngeos e/ou ensaios sorológicos para detectar anticorpos 

IgM/IgG (teste de anticorpos SARS-CoV-2®; Guangzhou Wondfo Biotech, China). 

 

Estes participantes hospitalares foram classificados nos grupos Moderado, Grave e 

Crítico seguindo as recomendações da OMS (35,46,94–96). Essas classificações foram 

utilizadas para definir a escala de evolução clínica dos pacientes, de acordo com os critérios 

para a classificação clínica dos pacientes definidas no momento da coleta da amostra, 

conforme mostrado na Tabela 01. 
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Tabela 1: Classificação dos participantes do estudo conforme à gravidade da COVID-19. 
Classificação  Sintomas, sinais e parâmetros clínicos 
Controles saudáveis - Negativo para ácido nucleico SARS-CoV-2 

- Sem sinais clínicos 

Leve 

- Positivo para ácido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorológico 
- Com ou sem os seguintes sintomas: diarreia, tosse, febre, dor de cabeça, perda do paladar 
(ageusia)/ cheiro (anosmia), mialgia, náusea e vômito 
- Saturação de oxigênio 94-99% no ar ambiente 

Moderado 

- Positivo para ácido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorológico 
- Manifestação de sintomas leves de doença, incluindo dispneia 
- Saturação de oxigênio ≥ 93% no ar ambiente e PaO2/FiO2 250-300 mmHg 
- Não precisa de suportes invasivos: cateter nasal (oxigênio 2-4 L/min) ou reservatório de 
oxigênio (oxigênio 4-12 L / min) 

Grave 

- Positivo para ácido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorológico 
- Possível admissão em unidades de terapia intensiva 
- Grave dificuldade respiratória 
- Saturação de oxigênio <93% em ar ambiente e PaO2/FiO2 <250 mmHg 
- Não precisa de suportes invasivos: reservatório de oxigênio ou máscara facial sem 
reinalação (oxigênio 10-15 L/min) 

Crítico 

- Positivo para ácido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorológico 
- Admissão em unidades de terapia intensiva 
- Síndrome da insuficiência respiratória aguda 
- Necessita de Determinar Invasiva 
- PaO2/FiO2 < 200 mmHg 
- Com ou sem um ou mais parâmetros adicionais: necessidade de hemodiálise, sepse, 
choque séptico e disfunção de órgãos múltiplos 

Abreviaturas: FiO2, fração inspirada de oxigênio; PaO2, pressão parcial de oxigênio. 

 

5.5 Tamanho da amostra 

Foram estudados os pacientes atendidos pelos médicos/pesquisadores, no período de 

abril a dezembro de 2020, por demanda espontânea dos Hospitais participantes do estudo. O 

número amostral foi composto por 259 participantes totais. Desses, 55 foram participantes 

negativos para SARS-CoV-2, usados como controles das análises de sangue total. Pacientes 

Domiliciares (n=60) e Hospitalares (n=144), totalizando 204 pacientes positivos para 

COVID-19, foram categorizados em leve (n = 36), moderado (n = 60), grave (n = 67) ou 

crítico (n =41). 
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5.6 Critérios de elegebilidade 

5.6.1 Critérios de inclusão 

Indivíduos de ambos os sexos, idade igual ou superior a 18 anos, com diagnóstico 

molecular ou sorológico positivo para o SARS-CoV-2, atendidos no Hospital São Paulo ou 

Hospital Santa Casa de Misericórdia de Ribeirão Preto em Ribeirão Preto/SP. 

5.6.2 Critérios de exclusão 

Foram excluídas do estudo pacientes grávidas. 

5.7 Coleta das amostras de sangue periférico 

As amostras de sangue de controles saudáveis e de participantes 

assintomáticos/leves não hospitalizados foram coletadas no Centro de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico “Supera Park” (Ribeirão Preto/SP) ou na residência de pacientes que 

receberam atendimento domiciliar. As coletas de amostras de pacientes hospitalizados foram 

realizadas no Hospital São Paulo e Hospital Santa Casa de Misericórdia de Ribeirão Preto, 

ambos com unidades de internação e serviços de urgência e emergência e ambulatório 

especializado para o atendimento de pacientes com COVID-19. 

As amostras de sangue periférico foram coletadas por punção venosa em tubos com 

sistema a vácuo com gel separador (Gel BD SST® II Advance®); tubos com o anticoagulante 

ácido etilenodiamino tetra-cético (EDTA) (BD Vacutainer® EDTA K2) para análises 

lipidômica e moleculares; e tubo PPT (Plasma Preparation Tube, Vacuntainer BD) para 

dosagem de citocinas. 

5.8 Avaliação de SL em amostras de sangue periférico 

Essas metodologias foram realizadas no Centro de Excelência de Quantificação e 

Identificação de Lipídios – (CEQIL), da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto (FCFRP) – USP e no Grupo de estudos em Biotecnologia e Imunoquímica de Lipídios 

(GeBIL). 
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5.8.1 Extração líquido-líquido e preparação de amostras para LC-MS/MS 

Todas as etapas foram realizadas à temperatura ambiente, a menos que especificado de 

outra forma (97,98). Resumidamente, amostras de plasma (250 μL) foram ajustadas para 1 

mL com PBS e transferidas para um frasco de centrífuga de vidro. Em seguida, foram 

adicionados 10 μL do padrão interno (Mistura II de Cer/Sph 10 μM, LM6005, Avanti® Polar 

Lipids, Alabaster, Alabama, EUA), 300 μL de HCl a 18,5%, 1 mL de MeOH e 2 mL de 

CHCl3 antes de agitar o conteúdo por 30 minutos (50 rpm). As amostras foram centrifugadas 

por 3 minutos a 2000 g, a fase orgânica inferior foi transferida para um novo tubo de ensaio, e 

à fase aquosa restante foram adicionados mais 2 mL de CHCl3 para repetir a extração antes de 

combinar as duas fases orgânicas e secar o solvente orgânico em um speed vaccum por 45 

minutos à 60°C. As amostras foram ressuspendidas em 100 μL de MeOH:CHCl3 (4:1, v/v) e 

agitada por 1 min antes de ser armazenadas à -80 °C. 

5.8.2 Quantificação de SL por LC-MS/MS 

As amostras de lipídios extraídas foram analisadas para quantificação de SLs, seguindo 

método modificado dos previamentes descritos (97,99). Em resumo, a cromatografia líquida 

foi conduzida utilizando uma coluna Ascentis Express C18 (Supelco, St. Louis, MO, EUA) 

com dimensões de 100 × 2,1 mm e um tamanho de partícula de 2,7 μm, mantida à 40 °C 

durante todo o procedimento em um sistema de cromatografia líquida de ultra-alto 

desempenho (UHPLC) (Nexera X2; Shimadzu, Kyoto, Japão). A coluna foi equilibrada por 

20 min e, em seguida, uma amostra de 10 μL foi injetada na coluna de HPLC. A eluição foi 

realizada usando um sistema de gradiente binário composto por Fase A (H2O com 1% de 

ácido fórmico) e Fase B (MeOH). A eluição em gradiente durou 20 min a uma vazão de 0,5 

mL/min, com as seguintes configurações: 0,0–1 min–30% B, 1,1–2,5 min–85% B, 2,5–5,0 

min–100% B, 5,0–15 min–100% B e 15,1–20 min–re-equilibrada com 30% B. O sistema de 

HPLC estava conectado a um espectrômetro de massas TripleTOF 5600+ (SCIEX, Redwood 

City, CA, EUA). A varredura de monitoramento de reação múltipla de alta resolução 

(MRMHR) foi realizada usando uma fonte de ionização por eletrospray (ESI) no modo de íon 

positivo. Calibrações externas do sistema de entrega calibrado (CDS) foram realizadas usando 

uma sonda de ionização química à pressão atmosférica (APCI). A calibração de massa 

automática (<2 ppm) foi realizada após cada uma das cinco injeções de amostra usando a 

Solução de Calibração Positiva APCI (SCIEX, Redwood City, CA, EUA) injetada via infusão 

direta a uma vazão de 300 μL/min. Os parâmetros instrumentais incluíram o seguinte: gás 
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nebulizador (GS1) a 50 psi, gás turbo (GS2) a 50 psi, gás de cortina (CUR) a 25 psi, voltagem 

de eletronebulização (ISVF) a +4500 V e temperatura da fonte de ionização por pulverização 

turbo a 500 °C. O tempo de permanência foi definido em 10 ms e uma resolução de massa de 

35.000 foi alcançada a m/z 400. A aquisição de dados foi realizada usando o software 

AnalystTM (SCIEX, Redwood City, CA, EUA). A identificação qualitativa de espécies de 

lipídios foi realizada usando o software PeakViewTM (SCIEX, Redwood City, CA, EUA). Para 

análise quantitativa, foi utilizado o software MultiQuantTM (SCIEX, Redwood City, CA, 

EUA), permitindo a normalização da área de pico de íons moleculares individuais usando um 

padrão interno para SL (Avanti Polar Lipids-LM6005). 

5.9 Dosagem de citocinas plasmáticas por Cytometric Bead Array - CBA   

As citocinas e quimiocinas IL-1β, IL-6, IL-8/CXCL-8, IL-10, TNF e IL-12p70 foram 

quantificadas nas amostras de plasma dos pacientes e indivíduos controles pela técnica de 

Cytometric Bead Array (CBA) com o Kit Cytometric Bead Array Human Inflammatory 

Cytokines Kit (BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orientações descritas 

pelo fabricante. 

O Kit BDTM CBA utiliza uma série de partículas (microesferas ou beads) de tamanho 

conhecido e com intensidade de fluorescência distinta para detectar simultaneamente através 

de uma superfície de captura as várias citocinas solúveis. Cada bead de captura estava 

conjugada com um anticorpo específico para cada citocina. A detecção das citocinas presentes 

na amostra foi realizada através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE) 

que fornecem um sinal fluorescente em proporção a quantidade de citocina da amostra ligada 

a bead. Os complexos formados de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de 

detecção são quantificados através da Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescência PE 

de cada complexo revela a concentração em pg/mL de cada citocina. Para a aquisição das 

amostras foi utilizado o Citômetro de Fluxo FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company, 

San Jose, CA, USA). O software FCAP-ArrayTM (v3.0.1) foi utilizado para calcular as 

concentrações em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescência (MFI) de cada citocina. 
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5.10 Avaliação de expressão gênica de genes relacionados à via dos esfingolipídios e 

ceramidas por RNA Sequencing (RNA-Seq) em amostras de sangue periférico 

O RNA total de 12 controles e 52 pacientes com COVID-19 foi obtido a partir da 

camada leucocitária (buffy coat) congelado em Trizol e purificado usando um kit em colunas 

de sílica com tratamento de DNAse (Life Technologies, PureLink DNase Set, Catalog No. 

12185010) de acordo com as especificações do fabricante (Life Technologies, PureLink RNA 

Mini Kit, Catalog Nº. 12183018A). O RNA de alta qualidade foi eluído em um tampão 

especial RNase-free, pronto para uso direto ou armazenamento à -80ºC. O RNA purificado 

estava isento de proteínas nucleases e outros contaminantes e inibidores. A concentração e a 

qualidade do RNA extraído foram verificadas no Fluorômetro Qubit (Invitrogen, Qubit RNA 

BR Assay Kit, Catalog No. Q10211) e no instrumento Bioanalyzer (Agilent Technologies, 

Agilent 2100 Bioanalyzer system with RNA 6000 Nano kit, Catalog No. 5067-1511), 

respectivamente. Todas as matrizes de expressão de transcrição foram realizadas em uma 

instalação de alto rendimento (Thermo Fisher Scientific, Microarray Research Services 

Laboratory, Santa Clara, CA, USA) usando a plataforma de sequenciamento Clariom S Assay 

(Applied Biosystems, Clariom S Assay human, Catalog No. 902927). 

5.11 Avaliação in vitro do papel de S1P e S1PR1 na replicação viral do SARS-CoV-2 e 

atividade inflamatória. 

5.11.1 Cultura de células THP-1  

As células THP-1 (linhagem celular de leucemia monocítica aguda humana) foram 

cultivadas em meio líquido DMEM-c (suplementado com glutamina, NaHCO3 (2,0 g/L), 10% 

de soro fetal bovino (SFB), 500 UI de penicilina, 500 µg de estreptomicina e 1,25 µg 

Anfotericina B (Gibco) em estufa úmida à 37°C com 5% de CO2. Para induzir a diferenciação 

em macrófagos aderentes, as células THP-1 foram tratadas com 25 nM de forbol 12-miristato 

13-acetato (PMA, Sigma Aldrich) e semeadas a uma densidade 1×105/poço por 24 horas. 

Após diferenciação, as culturas de células foram lavadas uma vez com meio incompleto e as 

células aderidas foram então utilizadas para os testes de viabilidade celular e ensaios de 

replicação viral e atividade inflamatória. 



31 

5.11.2 Ensaio de citotoxicidade celular 

A determinação da concentração padrão de S1P, FTY720 (Análogo de S1P), SK-I/II 

(Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) e W146 (Antagonista do receptor S1PR1) e a 

viabilidade celular foi testada pelo método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-

difeniltetrazólio) (Sigma, EUA). As células THP-1 semelhantes à macrófagos, semeadas a 

uma densidade de 1x105/poço (placas de 96 poços), foram tratadas com S1P (17:1) (Avanti® 

Polar Lipids), FTY720 (Sigma), SK-I/II (Abcam) e W146 (R&D Systems) nas concentrações 

1.25µM, 2.5µM, 5µM, 7.5µM, 10µM e veículos por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes 

de células foram retirados e substituídos por 100 µL de solução de MTT (0,5 mg/mL), diluído 

em DMEM por 4 horas em estufa úmida à 37°C e 5% CO2. Como controle positivo de morte 

celular foi utilizado o tratamento com DMSO 10% em DMEM. Em seguida, os sobrenadantes 

de cultura foram retirados e adicionado 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO)/poço por 30 min 

ou até total solubilização dos cristais de formazan, provenientes do metabolismo mitocondrial. 

As medidas de absorbância foram obtidas em espectrofotômetro de microplaca em 540 nm 

(Aparelho µQuant - BioTek, Instruments, INC). 

5.11.3 Preparação do inóculo viral 

O inóculo viral de SARS-CoV-2 cepa CV28/B.1.1.33 foi preparado e fornecido pelo 

Laboratório de Patogênese Viral, em conformidade com rigorosas condições de biossegurança 

de nível 3, localizado no Centro de Pesquisa em Virologia do Departamento de Imunologia e 

Bioquímica da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP (100).  

5.11.4 Tratamento farmacológico profilático e infecção por SARS-CoV-2 em células 

THP-1 

O papel da via S1P/S1PR1 na infecção por SARS-CoV-2 foi estudado em culturas de 

células THP-1 semelhantes à macrófagos. As células (1x105/poço) foram expostas ao 

tratamento profilático com S1P 1µM e 5µM, FTY720 1µM e 5µM (Análogo de S1P), SK-I/II 

1µM, 5µM e 10µM (Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) por 24 horas e W146 

10µM (Antagonista do receptor S1PR1) por 1 hora, em placas de 96 poços em DMEM-c. 

Após os tratamentos profiláticos, os sobrenadantes foram removidos e adicionamos as 

partículas viáveis de SARS-CoV-2 cepa CV28/B.1.1.33 (MOI 1.0) e incubamos por 24 horas 

em meio DMEM-c. Além dos grupos experimentais com a estimulação viral, foram incluídos 
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controles com apenas meio de cultura, apenas infectados com SARS-CoV-2 ou apenas 

tratamentos. Após o período de infecção por 24 horas, os sobrenadantes foram coletados para 

a dosagem de citocinas, enquanto o lisado de células foram utilizadas para a quantificação da 

carga viral. Todas as culturas foram realizadas em triplicata para garantir a replicabilidade dos 

resultados. O experimento foi realizado no Laboratório de Patogênese Viral, em conformidade 

com rigorosas condições de biossegurança de nível 3, localizado no Centro de Pesquisa em 

Virologia do Departamento de Imunologia e Bioquímica da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto – USP. 

5.11.5 Quantificação da carga viral do SARS-CoV-2  

O genoma SARS-CoV-2 foi quantificado por RT-PCR quantitativa utilizando 

conjuntos de primers e sondas para amplificação dos genes do Nucleocapsídeo (N2) e 

RNAse-P housekeeping (Tabela 2) (101). As amostras de RNA foram extraídas com Trizol® 

(Invitrogen, CA, EUA) a partir de 200 µL de cultura celular para determinar a carga viral da 

infecção nos ensaios in vitro. Resumidamente, foram utilizados 100 ng de RNA extraído, 20 

µM dos primers específicos, 5 µM de sonda e TaqPath 1-Step qRT-PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os testes de RT-PCR quantitativa foram realizados no 

termociclador Step-One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando os 

seguintes parâmetros de ciclagem: 45°C por 10 min, 95°C por 2 min, seguido por 45 ciclos de 

95°C por 5s e 60°C por 30s. 

Tabela 2: Sequências de Primers e sondas para detecção do genoma SARS-CoV-2 e gene housekeeping.  
Primers Sequência Referência  

 Foward 5’-TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA-3’  

N2 Reverse 5’-GCG CGA CAT TCC GAA GAA-3’ Lu et al., 2020 

 
Sondas 

5’-FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGC TTC AG-
BHQ1-3’ 

 

 Foward 5’-AGA TTT GGA CCT GCG AGC G-3’  

RNAse-P Reverse 5’-GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT-3’ Lu et al., 2020 

 Sondas 5’-FAM – TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG – 
BHQ-1-3’  
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5.11.6 Dosagem de citocinas do sobrenadantes de cultura por ensaio imunoenzimático 

(ELISA) 

As concentrações das citocinas IL-1β e IL-6, a partir do sobrenadante de cultura, 

foram dosadas pelo teste imunoenzimático Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

sanduíche. As dosagens foram feitas a partir do plasma/soro dos indivíduos do grupo de 

pacientes e controles. Utilizamos kit comercial da R&D Systems, (Minneapolis, MN, USA), 

seguindo o protocolo e recomendações técnicas descritas pelos fabricantes. 

5.12 Análises estatísticas 

Os dados clínicos e laboratoriais dos participantes do estudo foram computados e 

apresentados em formas de tabelas e gráficos, elaborados nos softwares Excel 2013 

(Microsoft Corporation) e Graphpad PrismTM (Versão 9.0) (San Diego, CA, USA), 

respectivamente. A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade Shapiro-

Wilk e  D'Agostino & Pearson test. As análises comparativas entre os grupos foram realizadas 

por meio dos testes Mann-Whitney (para dois grupos) ou Kruskal-Wallis seguido por 

comparação múltipla de Dunn, para três ou mais grupos. As diferenças observadas foram 

consideradas significantes quando p<0,05. 

- Análise discriminante de mínimos quadrados parciais (Partial Least Squares - 

Discriminant Analysis - PLS-DA) foi realizada para determinar metabólitos de SL alterados 

e que possam atuar como biomarcador de gravidade na COVID-19 (102). 

- Análise da Curva Característica de Operação do Receptor (ROC) foi realizada para 

verificar a capacidade preditiva dos possíveis biomarcadores, determinada pela área sob a 

curva (AUC), com intervalos de confiança de 95%. AUC>0,70 foram considerados 

clinicamente relevantes. A Curva ROC é um método estatístico utilizado para avaliar a 

eficácia de biomarcadores em distinguir dois grupos. A AUC é um indicativo para resumir a 

precisão geral do teste (103). AUC de 0,7 a 0,8 são aceitáveis e de relevância clínica; 0.8 a 0,9 

são excelentes e 0,90 a 1.0 são excepcionais (104). 

- Análise de Regressão Logística Binomial foi realizada para avaliar a associação de SL 

com os desfechos clínicos de gravidade e mortalidade usando o software Jamovi (Versão 1.6 - 

2021).  
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- Análise de correlação entre as variáveis foi conduzida utilizando o teste não paramétrico 

de Spearman, onde diferenças foram consideradas estatisticamente significantes para valores 

de p<0,05. Os resultados foram visualizados graficamente através de uma matriz de 

correlação utilizando a função corrplot. Esta representação permitiu a demonstração das 

interações complexas entre os dados laboratoriais, metabólitos e mediadores inflamatórios 

avaliados, destacando correlações positivas e negativas em cada grupo clínico. 
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Figura 7: Esquema ilustrando as principais etapas experimentais que compõem este estudo. 
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6 RESULTADOS 

Os resultados desta tese estão organizados por capítulos, apresentados no formato de 

coletânea de artigos científicos, evidenciando a contribuição dos resultados obtidos para o 

entendimento da COVID-19. 

Capítulo I: Este capítulo reúne os artigos relacionados ao metabolismo de 

esfingolipídios (SL) e destaca sua relevância como ferramenta diagnóstica e prognóstica, além 

de sua importância na compreensão da patogênese da COVID-19. 

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial 

Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19. Este estudo 

explorou o perfil de produção de esfingolipídios e seus derivados metabólicos ativos em 

pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Foram analisadas a expressão gênica de enzimas 

envolvidas no metabolismo dos SL em leucócitos de sangue periférico de pacientes com 

COVID-19 e o potencial dos SL como biomarcadores de gravidade da doença. 

Artigo 2: High-resolution targeted mass spectrometry for comprehensive 

quantification of sphingolipids: clinical applications and characterization of extracellular 

vesicles. Neste estudo, foi utilizado a técnica de cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massa em tandem de alta resolução (LC-MS/MS com MRM-HR) para 

desenvolver um método direcionado à identificação e quantificação de diversas espécies de 

esfingolipídios. As análises foram realizadas em amostras de plasma de pacientes com 

COVID-19, bem como em vesículas extracelulares (EVs), permitindo um mapeamento dessas 

biomoléculas e suas potenciais aplicações clínicas. 

Capítulo II: Neste capítulo, é abordada a relação entre a produção de esfingosina-1-

fosfato (S1P) e parâmetros clínicos e inflamatórios em pacientes com COVID-19. Além disso, 

são apresentados dados sobre a expressão gênica dos receptores de S1P (S1PR) e de enzimas 

do metabolismo de S1P em leucócitos de pacientes com COVID-19. Este capítulo também 

inclui uma investigação in vitro sobre o papel de S1P e S1PR1 na replicação viral do SARS-

CoV-2 e na modulação da atividade inflamatória em macrófagos, cujo manuscrito está em 

fase de publicação. 

Capítulo III: Este capítulo lista todos os dez artigos publicados durante o período do 

doutorado, provenientes da colaboração com os consórcios de pesquisa IMUNOCOVID e 
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AEROBICOVID. Também apresenta um resumo das atividades realizadas durante o período 

de Doutorado Sanduíche na University of Nebraska, nos Estados Unidos. 

6.1 CAPÍTULO I: Artigos originais publicados relacionados ao metabolismo de 

esfingolipídios (SL). 

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial 

Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19. 

DOI: https://doi.org/10.3390/cells12151938  

 

https://doi.org/10.3390/cells12151938
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Artigo 2: High-resolution targeted mass spectrometry for comprehensive quantification 

of sphingolipids: clinical applications and characterization of extracellular vesicles. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.ab.2024.115732  

 

 

https://doi.org/10.1016/j.ab.2024.115732
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6.2 CAPÍTULO II: Resultados e Discussão do capítulo II: Investigação da associação entre a 

produção de S1P e os parâmetros clínicos e inflamatórios em pacientes com COVID-19. 

6.2.1 Perfil plasmático do metabólito bioativo S1P nos diferentes quadros clínicos da COVID-

19 

A produção de S1P (18:1) foi quantificada no plasma de indivíduos controles, 

pacientes e convalescentes usando esfingolipidômica direcionada por LC-MS/MS. Os dados 

foram agrupados em categorias distintas para análise: (I) indivíduos saudáveis do grupo 

controle; (II) pacientes com COVID-19 classificados de acordo com a gravidade da doença, 

abrangendo desde casos assintomáticos e leves até moderados, graves e críticos; e (III) 

indivíduos convalescentes, avaliados 30 dias após a recuperação da COVID-19. 

A concentração de S1P foi significativamente maior entre os pacientes hospitalizados 

em comparação com os controles (p=0,0095) (Figura 8A). Ao analisar os pacientes em 

tratameno domicíliar, de acordo com a gravidade clínica da COVID-19, observamos que o 

grupo de pacientes com formas leves da doença mantém uma concentração ligeiramente mais 

elevada de S1P em comparação com aqueles com formas moderadas, embora essa diferença 

não tenha atingido significância estatística, quando a doença avança para o quadro moderado 

parece ocorrer a redução da mediana de produção de S1P (Figura 8B). 

Entre os pacientes com COVID-19, a produção mais elevada de S1P foi observada 

no plasma dos indivíduos hospitalizados em estado grave (Figura 8C). Curiosamente, uma 

concentração alta de S1P foi detectada nos indivíduos convalescentes, sugerindo um possível 

papel desse SL na recuperação da doença e na restauração da homeostase (Figura 8C). Para 

uma compreensão mais aprofundada da variação de S1P em relação à gravidade da doença, 

analisamos sua produção em pacientes hospitalizados, diferenciando entre aqueles internados 

em enfermaria e os que necessitaram de cuidados intensivos. Observamos que os pacientes 

internados na enfermaria tendem a apresentar uma produção mais elevada de S1P (p=0.0038) 

quando comparados com aqueles em estado mais grave da doença (Figura 8D). No entanto, 

não foram encontradas diferenças significativas ao considerar o desfecho clínico de alta 

hospitalar versus óbito (Figura 8E). 
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Figura 8. Perturbações na abundância de S1P relacionado com o prognóstico clínico em pacientes com 
COVID-19. (A) Perfil de produção de S1P (18:1) nos grupos controle (n=55), residencial (n=58), hospitalar 
(n=127) e convalescentes (n = 77). (B) Estratificação do grupo residencial por gravidade de doença: leves (n=34) 
e moderados domiciliares (DP) (n=24). (C) Pacientes hospitalizados estratificados conforme a gravidade doença 
nos grupos: moderado (n=31), grave (n= 59) e crítico (n= 37) em comparação aos convalescentes e controles. 
(D) Concentração de S1P em indivíduos controles, pacientes hospitalizados na enfermaria e na UTI. (E) 
Comparação de S1P entre os pacientes que sobreviveram com aqueles que evoluíram para óbito. As análises 
estatísticas foram conduzidas utilizando o teste de comparações múltiplas de Kruskal-Wallis (não paramétrico), 
seguido do pós-teste de Dunn para comparações pareadas. Os resultados são apresentados na forma de medianas 
em gráficos boxplot. Os níveis de significância são indicados pela presença de valores de p < 0,05, evidenciando 
diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. 
 

Além disso, avaliamos se a produção de S1P foi influenciada pelo uso de 

glicocorticoides (GCs), pelo sexo ou pelo índice de massa corporal (IMC) (Figura 9). 

Identificamos uma tendência de aumento nas concentrações plasmáticas de S1P em pacientes 

graves tratados com GCs, com exceção dos pacientes do grupo crítico, que podem já ter 

ultrapassado o ponto de não retorno clínico e imunológico, limitando a eficácia da terapia com 

GCs (Figura 9A). No total, 61,3% dos pacientes avaliados receberam terapia com GCs como 

parte do manejo clínico, conforme descrito no Capítulo I. Nossa análise demonstrou que os 

fatores sexo e índice de massa corporal (IMC) não influenciaram significativamente as 
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concentrações plasmáticas de S1P (Figura 9B - C). Contudo, é interessante notar que 

mulheres no grupo de casos graves apresentaram concentrações mais elevadas de S1P. Este 

achado é relevante, pois estudos anteriores sugerem que mulheres geralmente apresentam uma 

resposta imunológica mais robusta contra a COVID-19, e S1P pode ter um papel benéfico 

nesse contexto (Figura 9B). 

 
Figura 9. Análise de fatores farmacológicos e antropométricos na produção de S1P em pacientes com 
COVID-19. Produção de S1P em relação a (A) terapia com glicocorticóides, (B) sexo (masculino - Man e 
feminino - Woman)  e (C) Índice de Massa Corporea (IMC, do inglês IBM). As análises estatísticas foram 
conduzidas utilizando o teste de comparações múltiplas de Kruskal-Wallis (não paramétrico), seguido do pós-
teste de Dunn para comparações pareadas. Os resultados são apresentados na forma de medianas em gráficos 
boxplot. Os níveis de significância são indicados pela presença de valores de p < 0,05, evidenciando diferenças 
estatisticamente significativas entre os grupos. 
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6.2.2 Correlações da produção de S1P com os parâmetros clínicos e imunológicos em 

pacientes com COVID-19 

Para entender se a produção de S1P nos pacientes com COVID-19 tinha correlações 

pró- ou anti-inflamatórias e se estavam relacionados à imunopatogênese da doença, utilizamos 

o teste de correlação de Spearman. Dessa forma, exploraramos as relações entre os níveis 

plasmáticos de S1P e as características clínicas, produção de mediadores inflamatórios e 

parâmetros hematológicos  (Figura 10). 

Nossos resultados demonstraram correlações estatísitcas positivas e fracas entre S1P 

e as variáveis de idade (p=0,0008), dias de infecção (p=0,0093) e de hospitalização 

(p=0,0039), escore clínico (p=0,0046), INR (p=0,0376), contagem de neutrófilos (p=0,0236), 

RNL (p=0,0046), IL-6 (p=0,0261) e CXCL-8/IL-8 (p=0,0200). Por outro lado, encontramos 

correlações estatísticas negativas e fracas com contagem de hemácias (p=0,0046) e número de 

linfócitos (p=0,0194) (Figura 10). Esses achados indicam que, embora os níveis de S1P 

(18:1) aumentem nos pacientes, eles não estão diretamente correlacionados com os principais 

marcadores inflamatórios associados a um pior prognóstico da doença. Isso sugere que o 

aumento de S1P pode ter um efeito benéfico na resolução da COVID-19. 
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Figura 10. Matriz de correlação das interações entre S1P e parâmetros clínicos e inflamatórios na 
COVID-19. A barra lateral na esquerda indicam os coeficientes de correlação (r) de Spearman: o vermelho 
indica correlação positiva, enquanto o azul indica correlação negativa. Os valores de r variam entre -1,0 e 1,0. A 
barra lateral da direita indica os níveis de significância do teste de correlação, considerando p < 0,05. BMI: 
Índice de Massa corporal; INR: razão normalizada internacional; RNL: Razão Neutrófilo Linfócito; PCR: 
Proteína C Reativa. TNF: Fator de necrose tumoral. 
 

6.2.3 Expressão gênica de receptores e enzimas envolvidas na via de S1P em pacientes com 

COVID-19 

Para examinar a expressão de genes relacionados ao metabolismo de S1P em células 

sanguíneas de pacientes afetados pela COVID-19 utilizamos metodologia de RNAseq. Neste 

sentido, demonstramos um aumento significativo na expressão da enzima Sphk2 em pacientes 

com formas graves da COVID-19 (Figura 11A e C). No entanto, não observamos efeito 

semelhante na expressão de Sphk1 (Figura 11A e B). Além disso, identificamos uma redução 

na expressão dos receptores de S1P (S1PR1-5) em células sanguíneas de pacientes graves 

com COVID-19 (Figura 11A, D-G). 
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Figura 11. Expressão genética de enzimas metabólicas e receptores da via de S1P em pacientes com 
COVID-19. (A) Agrupamento hierárquico em mapa de calor baseado na intensidade de expressão de genes 
relacionados a via S1P na gravidade do COVID-19. Análise quantitativa da expresão dos genes:  (B) esfingosina 
quinase 1 (SPHK1); (C) SPHK2; (D) receptor de esfingosina-1-fosfato (S1PR1); (E) S1PR2; (F) S1PR4 e (G) 
S1PR5, em células circulantes de indivíduos controle (n = 12), leve (n = 12), moderado (n = 14), grave (n = 14) e 
crítico (n=14). SGPP2/SSP: esfingosina-1-fosfato fosfatase 2; CERK: ceramida quinase; ASAH1: N-
acilesfingosina amidohidrolase/ceramidase ácida; CERS: ceramida sintase; CSase: ceramidase; SphK: 
esfingosina quinase; SPP: fosfatase S1P. Dados em log2 dos perfis de expressão gênica normalizados para os 
grupos analisados estão mostrados como boxplots. Diferenças significativas na expressão gênica correspondem 
aos valores p ajustados de Benjamini e Hochberg, obtidos a partir da análise de expressão diferencial do 
transcriptoma completo, considerando um limiar p<0,05 em pelo menos um par de grupos clínicos. 

6.2.4 Avaliação do papel de S1P e S1PR1 na replicação viral do SARS-CoV-2 e na atividade 

inflamatória de macrófagos 

Considerando a complexidade da sinalização mediada por S1P, procuramos investigar 

se S1P/S1PR1 seria capaz de modular a atividade inflamatória e influenciar a replicação viral 

in vitro em células THP-1 diferenciadas em macrófagos e infectadas por SARS-CoV-2. 

Inicialmente, analisamos a viabilidade celular com diferentes tratamentos de S1P, FTY720 

(Análogo de S1P), SK-I/II (Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) e W146 

(Antagonista do receptor S1PR1) (Figura 12). 

Com base nos resultados do teste de viabilidade celular, selecionamos as 

concentrações de 1μM e 5μM para S1P e FTY720; 1μM, 5μM e 10μM para SK-I/II; 10μM 

para o W146, as quais demonstraram viabilidade celular superior a 80%, para prosseguir com 

os tratamentos e infecção com o SARS-CoV-2 in vitro.  
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Figura 12. Análise de citotoxicidade nos tratamentos farmacológicos de macrófagos THP-1. As 
células foram tratadas por 24 horas com diferentes concentrações de S1P, FTY720 (Análogo de S1P), 
SK-I/II (Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) e W146 (Antagonista do receptor S1PR1). As 
análises estatísticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e pós-teste de Tukey (p <0,05). 

 

Para investigarmos a influência da via S1P na produção das citocinas IL-1β, IL-6 e na 

carga viral realizamos o tratamento profilático por 24 horas com S1P nas concentrações de 

1μM e 5μM. Em seguida, infectamos as células com SARS-CoV-2 (MOI 1.0) pelo período de 

24 horas. Dessa forma, observamos que o enriquecimento com S1P (1μM e 5μM) não teve 

efeito na modulação da produção das citocinas IL-1β (Figura 13A) e IL-6 (Figura 13B) 

frente a infecção com as partículas de SARS-CoV-2 replicantes. Ademais, não foram 

observadas alterações significativas na carga viral (Figura 13C). Na ausência de partículas 

virais, o enriquecimento com S1P não resultou em mudanças significativas na produção das 

citocinas em comparação com o controle negativo (Figura 13A e B). 
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Figura 13. Efeito do tratamento com S1P nas funções dos macrófagos infectados por SARS-CoV-2. O 
tratamento com S1P nas concentrações de 1μM e 5μM in vitro na produção de (A) IL-1β, (B) IL-6  e (C) carga 
viral em macrófagos THP-1 infectados com SARS-CoV-2 (MOI 1.0) por 24 horas. As análises estatísticas foram 
realizadas com teste one-way ANOVA e pós-teste de Tukey, considerando significância para p <0,05. 
 

Também conduzimos tratamentos dos macrófagos THP-1 com FTY720, um análogo 

de S1P que atua nos receptores S1P (S1PR1, S1PR3 - S1PR5, principalmente). Em condições 

basais, não observamos alterações significantes na concentração de IL-1β e IL-6 em relação 

ao controle negativo (Figura 14A e B). No entanto, o tratamento profilático com FTY720 nas 

concentrações de 1μM e 5μM resultaram em aumento significativo na produção das citocinas 

pró-inflamatórias IL-1β (p=0,0010 e p=0,0052, para 1μM e 5μM, respectivamente) (Figura 

14A) e IL-6 (p<0,0001 para 1μM e 5μM) (Figura 14B), em comparação ao grupo infectado 

com SARS-CoV-2, mas sem impacto na carga viral (Figura 14C). 
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Figura 14. Efeito do tratamento profilático com FTY720 (Análogo de S1P) nas funções dos macrófagos 
infectados por SARS-CoV-2. O tratamento profilático com FTY720 nas concentrações de 1μM e 5μM in vitro 
na produção de (A) IL-1β, (B) IL-6  e (C) carga viral em macrófagos THP-1 infectados com SARS-CoV-2 (MOI 
1.0) por 24 horas. As análises estatísticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e pós-teste de Tukey, 
considerando significância para p <0,05. 

 

Em seguida, investigamos qual seria o impacto do bloqueio de S1P na resposta 

inflamatória e na replicação viral, considerando que seu tratamento não apresentou efeito 

somatório na resposta de macrófagos infectados com SARS-CoV-2. Para isso, inibimos a 

enzima Sphk1/2, responsável pela síntese de S1P, através do tratamento com SKI-II em 

concentrações de 1μM, 5μM e 10μM. Após a infecção com SARS-CoV-2 (MOI 1.0) por 24 

horas, observamos que o bloqueio de S1P com SKI-II (10μM) resultou em significativa 

redução na produção das citocinas IL-1β (p<0,0001) (Figura 15A) e IL-6 (p<0,0001) (Figura 

15B). Além disso, o tratamento favoreceu o aumento da replicação viral (Figura 15C). Em 

condições basais, na ausência do vírus, o inibidor SKI-II não alterou a produção de IL-1β e 

IL-6 nas culturas de macrófagos (Figura 15A e B). 



48 

 
Figura 15. Efeito do tratamento profilático com SKI-II (inibidor da síntese de S1P) nas funções dos 
macrófagos infectados por SARS-CoV-2. O tratamento profilático com SKI-II nas concentrações de 1, 5 e 
10μM in vitro na produção de (A) IL-1β, (B) IL-6  e (C) carga viral em macrófagos THP-1 infectados com 
SARS-CoV-2 (MOI 1.0) por 24 horas. As análises estatísticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e 
pós-teste de Tukey, considerando significância para p <0,05  

 

Também investigamos o impacto do principal receptor de S1P (S1PR1) na resposta 

inflamatória e replicação viral in vitro, utilizando o antagonista W146 na concentração de 

10μM uma hora antes da infecção com SARS-CoV-2 (MOI 1.0). Interessante, observamos 

que o antagonismo do receptor S1PR1 diminuiu a produção das citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β (p=0,0371) (Figura 16A) e IL-6 (p<0,0001) (Figura 16B) em comparação com o 

controle infectado. Além disso, o bloqueio do receptor S1PR1 reduziu significativamente a 

carga viral (p=0,0002) nos macrófagos infectados por SARS-CoV-2 (Figura 16C).  
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Figura 16. Efeito do tratamento profilático com com W146 (antagonista do receptor S1PR1) nas funções 
dos macrófagos infectados por SARS-CoV-2. O tratamento profilático com W146 na concentração de 10 μM 
in vitro na produção de (A) IL-1β, (B) IL-6  e (C) carga viral em macrófagos THP-1 infectados com SARS-CoV-
2 (MOI 1.0) por 24 horas. As análises estatísticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e pós-teste de 
Tukey, considerando significância para p <0,05. 
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6.3 DISCUSSÃO (CAPÍTULO II) 

Nossos resultados ressaltam que a infecção pelo SARS-CoV-2 desencadeia disfunções 

nas vias relacionadas à síntese de esfingolipídios e aos lipídios envolvidos no metabolismo de 

ceramidas, enquanto a regulação da via de S1P pode desempenhar papéis cruciais na resposta 

imune durante a infecção. Além disso, observamos que as alterações nessas vias lipídicas 

estão correlacionadas com a gravidade da doença, influenciando a inflamação sistêmica, a 

resposta imune e a progressão da COVID-19. 

Ao avaliarmos a produção de S1P em relação ao uso de glicocorticoides (GCs), 

identificamos uma tendência de aumento nas concentrações plasmáticas de S1P em pacientes 

graves tratados com GCs (Figura 9A). Este fenômeno pode ser devido à capacidade dos GCs 

de estimular a atividade da enzima esfingosina quinase (SphK), responsável pela síntese de 

S1P. O aumento de S1P parece ter um papel protetor nesse contexto, prevenindo a inflamação 

exacerbada ao regular a integridade da barreira endotelial (105,106), assim como promover 

uma resposta mais eficente dos linfócitos T, tanto no clearance viral, como na regulação da 

resposta imune (107–111). Este mecanismo destaca o potencial terapêutico e envolvimento da 

via SphK/S1P na COVID-19. Outro achado interessante foi a observação de concentrações 

mais elevadas de S1P em mulheres no grupo de casos graves (Figura 9B). Este resultado é 

particularmente interessante, considerando que mulheres, em geral, apresentam uma resposta 

imune mais robusta contra a COVID-19. O aumento na produção de S1P em mulheres pode 

desempenhar um papel protetor, no entanto, os mecanismos específicos de S1P na resposta 

imunológica feminina à COVID-19 ainda precisam ser melhor estudados (112,113). 

Dada a complexidade da sinalização mediada por S1P, buscamos investigar se o eixo 

S1P/S1PR1 seria capaz de modular a atividade inflamatória e influenciar a replicação viral in 

vitro em células THP-1 diferenciadas em macrófagos e infectadas por SARS-CoV-2. Nossos 

achados sugerem uma possível redução no sistema de S1P em pacientes com formas graves 

da doença. No entanto, o aumento de S1P pode indicar uma fase de recuperação da COVID-

19. De acordo com outros estudos na literatura, a concentração sistêmica de S1P apresenta 

uma relação inversa com a gravidade da COVID-19. Valores reduzidos de S1P têm sido 

considerados um preditor relevante para a admissão em unidades de terapia intensiva (UTI). 

Pacientes com concentrações reduzidas desse SL foram identificados como portadores de um 

biomarcador negativo associado à gravidade da doença e maior risco de mortalidade na 

COVID-19 (114). 
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Em relação ao efeito dos tratamentos farmacológicos da via de S1P, foi descrito que 

além de seu modo de ação como modulador do receptor S1P, o FTY720 não fosforilado pode 

induzir a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas células (115). A produção 

ROS pode induzir citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-1β e IL-6. Neste sentido, um 

estudo demonstrou que ROS mitocondrial pode promover a produção de citocinas pró-

inflamatórias (116). Além disso, outro estudo delineou o papel de ROS na modificação de 

várias moléculas sinalizadoras para regular a inflamação, incluindo o impacto de ROS em 

múltiplas vias de sinalização inflamatória, como o inflamassoma (via NLRP3), NF-κB e vias 

de sinalização MAPK, corroborando com a evidência de que a produção de ROS pode levar à 

ativação e ao aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias (117). Em nossos 

experimentos com as culturas de macrófagos THP-1, utilizamos a forma não fosforilada do 

FTY720, sendo que o evento pró-inflamatório observado, no qual o FTY720 induziu o 

aumento das citocinas IL-1β e IL-6, possa ocorrer devido ao mesmo mecanismo citado nos 

trabalhos anteriores. 

Em relação aos efeitos do tratamento profilático com SKI-II, um inibidor da síntese de 

S1P, nas funções dos macrófagos infectados por SARS-CoV-2, acreditamos que a inibição da 

síntese de S1P possa favorecer o acúmulo de Ceramidas, o que pode ter promovido o aumento 

da replicação viral e resposta inflamatória (Figura 15C). Isso se deve ao fato de que o 

aumento da concentração de Ceramidas pode levar à formação de jangadas lipídicas (do 

inglês, lipid rafts), onde podem estar presentes clusters do receptor ACE2, potencializando a 

replicação viral pelo SARS-CoV-2 (118,119). 

Alguns estudos sugerem que a S1P e as suas enzimas metabólicas desempenham 

papéis importantes durante a infecção viral, incluindo a infecção por SARS-CoV-2, e que os 

agonistas S1PR1 podem ser úteis no tratamento da COVID-19, atenuando a resposta imune 

exacerbada e a disfunção endotelial, que são características da infecção por SARS-CoV-2. 

Desta forma, servindo como uma nova abordagem terapêutica para o tratamento da COVID-

19 (120–124). Além disso, o S1PR1 está implicado na patogênese e na infecção pelo SARS-

CoV-2 através da indução do eixo TMPRSS2/ACE2, promovendo a expressão da protease 

TMPRSS2, o que por sua vez pode facilitar a replicação viral (125,126). Essa relação pode 

explicar nossos resultados, nos quais a inibição de S1PR1 resultou na redução da carga viral. 
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6.4 CONCLUSÃO 

Neste estudo, utilizamos uma metodologia quantitativa de esfingolipidômica para 

investigar os marcadores clínicos e inflamatórios associados aos níveis plasmáticos de SL e à 

expressão gênica relacionada ao metabolismo e sinalização destes mediadores lipídicos. As 

espécies de SM d18:1/24:0 e d18:1/24:1 foram identificadas como potenciais biomarcadores 

de gravidade em nossas análises. Observamos também que a síntese de S1P pode estar 

relacionada aos esforços do organismo para transitar para a fase de recuperação e resolução da 

COVID-19, embora não pareça exercer um papel anti-inflamatório definido. O bloqueio do 

receptor S1PR1 emerge como uma potencial estratégia terapêutica para o tratamento da 

COVID-19, demonstrando eficácia na redução da replicação viral e na modulação da resposta 

imune exacerbada. Essa abordagem promissora abre novas perspectivas para a terapêutica da 

COVID-19, oferecendo uma alternativa valiosa no arsenal de tratamentos disponíveis. Em 

resumo, nossos resultados evidenciaram, de modo abrangente, a interação da produção de SM 

e S1P com o repertório imunológico associado à COVID-19.  
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7 CAPÍTULO III: 

7.1 Lista dos manuscritos publicados durante o período do doutorado, em colaboração com 

os Consórcios IMUNOCOVID e AEROBICOVID. 

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial 

Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19. 

DOI: https://doi.org/10.3390/cells12151938  

 

Artigo 2: High-resolution targeted mass spectrometry for comprehensive quantification 

of sphingolipids: clinical applications and characterization of extracellular vesicles. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.ab.2024.115732  

 

https://doi.org/10.3390/cells12151938
https://doi.org/10.1016/j.ab.2024.115732
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Artigo 3: sTREM-1 Predicts Disease Severity and Mortality in COVID-19 Patients: 

Involvement of Peripheral Blood Leukocytes and MMP-8 Activity. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.3390/v13122521  

 
 
 
 

Artigo 4: Matrix Metalloproteinases on Severe COVID-19 Lung Disease Pathogenesis: 

Cooperative Actions of MMP-8/MMP-2 Axis on Immune Response through HLA-G 

Shedding and Oxidative Stress. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.3390/biom12050604 

 

https://doi.org/10.3390/v13122521
https://doi.org/10.3390/biom12050604
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Artigo 5: Acetylcholine, Fatty Acids, and Lipid Mediators Are Linked to COVID-19 

Severity. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.4049/jimmunol.2200079 

 
 
 
 
 
 

Artigo 6: The Interplay among Glucocorticoid Therapy, Platelet-Activating Factor and 

Endocannabinoid Release Influences the Inflammatory Response to COVID-19. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.3390/v15020573  

 
 
 
 
 
 
 
 

https://doi.org/10.4049/jimmunol.2200079
https://doi.org/10.3390/v15020573
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Artigo 7: Divergent androgenic modulation of SARS-CoV-2 infection cooperates with 

dysregulated immune response to dictate worse COVID-19 outcomes in men. 

Primeira	autoria	compartilhada. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.bbi.2023.08.026  

 

 
 
 

Artigo 8: The Severity of COVID-19 Affects the Plasma Soluble Levels of the Immune 

Checkpoint HLA-G Molecule. 

DOI: https://doi.org/10.3390/ijms23179736 

 
 
 

https://doi.org/10.1016/j.bbi.2023.08.026
https://doi.org/10.3390/ijms23179736
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Artigo 9: Effects of Moderate-Intensity Training Under Cyclic Hypoxia on 

Cardiorespiratory Fitness and Hematological Parameters in People Recovered From 

COVID-19: The AEROBICOVID Study. 

DOI: https://doi.org/10.1177/19417381221120639  

 
 
 
 

Artigo 10: The turning point of COVID-19 severity is associated with a unique 

circulating neutrophil gene signature. 

DOI: https://doi.org/10.1111/imm.13631  

 
 
 
 

https://doi.org/10.1177/19417381221120639
https://doi.org/10.1111/imm.13631
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7.2 Resumo das atividades realizadas durante o período de Doutorado Sanduíche na 

University of Nebraska , EUA. 

As atividades do Doutorado sanduíche foram realizadas entre setembro de 2022 e 

fevereiro de 2023, no laboratório liderado pela Professora Ruxana Sadikot, MD, MRCP(UK), 

na University of Nebraska - Medical Center, Omaha, EUA. Após minha chegada ao 

laboratório e uma reunião inicial com a Professora Dra. Ruxana Sadikot, delineamos os 

experimentos com o objetivo geral de avaliar a influência do receptor S1PR1 na ativação do 

fator de transcrição PGC-1α e na função mitocondrial em células epiteliais estimuladas com 

Pseudomonas aeruginosa. 

Durante o desenvolvimento do plano de estudo, tive a oportunidade de aprender com 

especialistas na área de metabolismo energético e ferramentas de análise que estão sendo 

integradas à nossa rotina de pesquisa aqui no Brasil. A experiência adquirida durante o estágio 

no exterior contribuiu para a expansão dos nossos projetos de pesquisa, ao introduzir novos 

conhecimentos em técnicas experimentais que exploram a Bioenergética mitocondrial. Este 

estágio foi realizado utilizando o analisador Seahorse XF (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA), que permitiu mensurar a taxa de consumo de oxigênio (OCR) e a taxa de acidificação do 

meio extracelular (ECAR), indicando a respiração mitocondrial e a glicólise, respectivamente. 

Além disso, essas análises permitiram avaliar a flexibilidade, a dependência e a capacidade 

mitocondrial, além de determinar o fenótipo metabólico da população celular em estudo. 

Um dos principais resultados que tivemos, demonstrou que o tratamento com o análogo 

de S1P (FTY720) foi capaz de modular o potencial metabólico e a respiração mitocondrial em 

células epiteliais primárias (BEAS-2b) (Figura 17A). Também, observamos que após 24 

horas de tratamento com FTY720, nas concentrações de 1μM e 5μM, ocorreu aumento na 

taxa de respiração basal (Figura 17B) e na produção de ATP (Figura 17E). Por outro lado, 

na concentração de 10μM, a viabilidade celular foi prejudicada (Figura 17G), resultando em 

redução da respiração mitocondrial. Esses resultados sugeriram que a via de S1P/S1PR1 tem 

um efeito positivo na regulação da respiração mitocondrial nas células epiteliais. 
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Figura 17. Tratamento com  FTY720 estimula a respiração mitocondrial em células epiteliais. 
As células BEAS-2b foram tratadas com 1μM, 5μM e 10μM de FTY720 por 24 horas e em seguida analisadas 
pelo ensaio Seahorse XF Mito Stress Test. (A) OCR foi medido em tempo real na linha de base e, em seguida, 
em resposta a uma série de injeções para avaliar diferentes pontos da cadeia de transporte de elétrons. (B) 
FTY720 1μM aumentou a respiração basal (C) a respiração máxima (D) capacidade respiratória sobressalente 
(E) e respiração ligada ao ATP (F) Consumo de Oxigênio não mitocondrial (G) Análise de Viabilidade Celular 
do Tratamento com FTY720 pelo Ensaio MTT. Resultados expressos em média ± SD. A análise estatística 
utilizada foi Two-Way ANOVA, seguido do pós teste de Tukey. 
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APÊNDICE 

Apêndice 1: Termo de aprovação do comitê de ética em Pesquisa (CEP- CAAE) 

IMUNOCOVID 30525920.7.0000.5403 
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Apêndice 2: Termo de aprovação do comitê de ética em Pesquisa do estudo AEROBICOVID 

(CAAE: 33783620.6.0000.5659 e CAAE: 33783620.6.3001.5403) 
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Apendice 3: Razão m/z do íon precursor e íon fragmento das subclasses e espécies lipídicas 

identificadas por LC/MS-MS  

Canal Íon Precursor 
(m/z) 

Analito identificados em verde Padrão interno íon Fragmento (m/z) 

1 100-2000 TOF-MS - Período 1 - - 
2 552,5 C17:0_Ceramida IS 534.5237-534.5297 
3 647,5 SM(d18:1/12:0) IS Mix II (Avanti) 184.0703-184.0753 
4 286,2 Sphingosina C17:0 IS Mix II (Avanti) 268.2623-268.2663 
5 288,2 Sphinganine C17:0 IS Mix II (Avanti) 270.2750-270.2810 
6 366,2 Sphingosina-1-P C17:0 IS Mix II (Avanti) 250.2509-250.2569 
7 368,2 Sphinganine-1-P C17:0 IS Mix II (Avanti) 270.2750-270.2830 
8 482,4 C12:0 _Ceramida IS Mix II (Avanti) 264.2653-264.2703 
9 562,4 Cer1P (12:0) IS Mix II (Avanti) 264.2652-264.2699 
10 644,5 C12_Glucosyl_Ceramide IS Mix II (Avanti) 264.2652-264.26702 
11 806,5 LacCER(d18:1/12:0) IS Mix II (Avanti) 264.2652-264.26702 
12 380,2 Sphingosina-1-P C18:1 Sphingosina-1-P C17:0 264.2655 - 264.2695 
13 538,5 C16:0-Ceramida C12:0 _Ceramida 264.2652 - 264.26710 
14 566,5 C18:0-Ceramida C12:0 _Ceramida 264.2652 - 264.26704 
15 648,6 C24:1-Ceramida C12:0 _Ceramida 264.2652 - 264.26802 
16 650,6 C24:0-Ceramida C12:0 _Ceramida 264.2652 - 264.26702 
17 664,4 C25:0-Ceramida C12:0 _Ceramida 264.2652 - 264.26702 
18 700,5 C16_Glc_Ceramide (HexCer) C12_Glucosyl (Glc)_Ceramide 264.2652 - 264.26702 
19 728,6 C18_Glc_Ceramide (HexCer) C12_Glucosyl (Glc)_Ceramide 264.2652 - 264.26702 
20 810,6 C24:1_Glc_Ceramide (HexCer) C12_Glucosyl (Glc)_Ceramide 264.2652 - 264.26702 
21 731,6 SM_18:0 SM(d18:1/12:0) 184.0703 - 184.0753 
22 815,7 SM_24:0 SM(d18:1/12:0) 184.0703 - 184.0753 
23 618,4 Cer1P (16:0).. Cer1P (12:0) 264.2652 - 264.26702 
24 730,6 Cer1P (24:0) Cer1P (12:0) 264.2652 - 264.26702 
25 862,6 LacCER(16:0) LacCER(d18:1/12:0) 264.2652 - 264.26702 
26 974,7 LacCER(24:0) LacCER(d18:1/12:0) 264.2652 - 264.26702 
27 300,3 Sphingosina C18:0 (Sph) Sphingosina C17:0 282.2480 - 282.2530 
28 272,2 Sphingosina C16:0 (Sph) Sphingosina C17:0 254.2164 - 254.2214 
29 244,2 Sphingosina C14:0 (Sph) Sphingosina C17:0 226.1765 - 226.1815 
30 302,2 Sphinganine C18:0 Sphinganine C17:0 284.2912 - 284.2952 
31 274,2 Sphinganine C16:0 Sphinganine C17:0 256.2612 - 256.2652 
32 382,2 Sphinganine-1-P C18:0 Sphinganine-1-P C17:0 364.2120 - 364.2160 
33 354,2 Sphinganine-1-P C16:0 Sphinganine-1-P C17:0 336.2298 - 336.2338 
34 352,2 Sphingosina-1-P C16:0 Sphingosina-1-P C17:0 264.2655 - 264.2695 
35 356,35 C22:1 Sph C17 Sph 338.3500 - 338.3540 
36 328,3 C20:1 Sph C17 Sph 310.3000 - 310.3040 
37 330,3 C20 Sphinganine C17 Sphinganine 214.3000 - 214.3040 
38 410,3 C20 Sphinganine1P C17 Sphinganine 392.3000 - 392.3040 
39 464,4 C18:1 Cer C12:0 _Ceramida 264.2694 - 264.2714 
40 594,6 C20 Cer C12:0 _Ceramida 264.2671 - 264.2701 
41 622,7 C22 Cer C12:0 _Ceramida 264,2 
42 634,7 C23:1 Cer C12:0 _Ceramida 264,2 
43 636,7 C23 Cer C12:0 _Ceramida 264,2641 
44 662,8 C25:1 Cer C12:0 _Ceramida 264,2 
45 676,8 C26:1 Cer C12:0 _Ceramida 264,2 
46 678,8 C26 Cer C12:0 _Ceramida 264,2 
47 675,5 C14_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
48 701,600 C16:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
49 703,57 C16_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
50 729,6 C18:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
51 757,6 C20:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
52 759,6 C20_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 



82 

53 785,591 C22:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
54 787,6 C22_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
55 799,6 C23:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
56 801,6 C23_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
57 813,7 C24:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
58 827,7 C25:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
59 829,7 C25_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
60 841,7 C26:1_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
61 843,7 C26_SM  C12:0_SM 183.9758 - 184.0758 
62 726,58 C18:1_HexCer C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26702 
63 754,7 C20:1_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26703 
64 756,7 C20_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26704 
65 782,7 C22:1_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26705 
66 784,66 C22_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26706 
67 796,7 C23:1_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26707 
68 798,7 C23_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26708 
69 808,6 C24:2_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26709 
70 812,7 C24_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26710 
71 824,6 C25:1_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26711 
72 826,8 C25_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26712 
73 836,6 C26:2_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26713 
74 838,8 C26:1_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26714 
75 840,8 C26_HexCer  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26715 
76 716,7 C16_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26716 
77 744,7 C18_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26717 
78 772,7 C20_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26718 
79 798,7 C22:1_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26719 
80 800,7 C22_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26720 
81 812,7 C23:1_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26721 
82 814,7 C23_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26722 
83 826,8 C24:1_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26723 
84 828,8 C24_HexCer_OH C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26724 
85 840,8 C25:1_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26725 
86 842,8 C25_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26726 
87 854,8 C26:1_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26727 
88 856,8 C26_HexCer_OH  C12:0 GlcCer 264.2652 - 264.26728 
89 974,7502 LacCER(d18:0/24:1) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2727 
90 972,7346 LacCER(d18:1/24:1(15Z) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2728 
91 1002,7815 LacCER(d18:0/26:1) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2729 
92 1000,7659 LacCER(d18:1/26:1(17Z)) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2730 
93 886,6407 LacCER(d18:1/18:1(9Z)) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2731 
94 889,6563 LacCER(d18:0/18:1) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2732 
95 948,7346 LacCER(d18:0/22:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2733 
96 946,7189 LacCER(d18:1/22:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2734 
97 920,7033 LacCER(d18:0/20:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2735 
98 918,6876 LacCER(d18:1/20:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2736 
99 1004,7972 LacCER(d18:0/26:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2737 
100 1002,7815 LacCER(d18:1/26:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2738 
101 864,6407 LacCER(d18:0/16:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2739 
102 806,5624 LacCER(d14:1/16:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2740 
103 892,672 LacCER(d18:0/18:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2741 
104 836,6094 LacCER(d14:0/18:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2742 
105 890,6563 LacCER(d18:1/18:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2743 
106 976,7659 LacCER(d18:0/24:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2744 
107 974,7502 LacCER(d18:1/24:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2745 
108 836,6094 LacCER(d18:0/14:0) C12:0 LacCER 264.2687 - 264.2746 
109 834,5937 LacCER(d18:1/14:0) C12:0 LacCER 264.2687 -264.2747 
110 484,465 dHCer(d18:0/12:0)   264.2687 -264.2747 
111 540,535 dHCer(d18:0/16:0) C12:0 dHCer 284.3  
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112 568,563 dHCer(d18:0/18:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
113 596,5976 dHCer(d18:0/20:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
114 624,6289 dHCer(d18:0/22:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
115 650,6446 dHCer(d18:0/24:1(15Z)) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
116 652,6602 dHCer(d18:0/24:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
117 678,6759 dHCer(d18:0/26:1(17Z)) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
118 680,6915 dHCer(d18:0/26:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
119 566,5507 dHCer(d18:0/18:1) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
120 512,5037 dHCer(d18:0/14:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
121 668,6551 dHCer(d18:0/h24:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
122 696,6864 dHCer(d18:0/h26:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
123 570,5456 dHCer(d18:0/h17:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
124 498,4881 dHCer(d18:0/13:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
125 526,5194 dHCer(d18:0/15:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
126 554,5507 dHCer(d18:0/17:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
127 568,3566 dHCer(d20:0/16:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
128 596,5976 dHCer(d20:0/18:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983 
129 624,6289 dHCer(d20:0/20:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2984 
130 652,6602 dHCer(d20:0/22:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2985 
131 680,6915 dHCer(d20:0/24:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2986 
132 708,7228 dHCer(d20:0/26:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2987 

 


