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RESUMO

O ftratamento neonatal com capsaicina em ratos acarreta aumento da
inflamacéo alergica pulmonar, sugerindo um papel! protetor para as fibras C nas
vias aereas (MEDEIROS et al, 2001). G objetivo deste trabatho foi investigar os
mecanismos responsaveis pelo aumento do infiuxe neutrofilico pulmonar em ratos
desprovidos de neuropeptideos pelo ftratamento neonatal com capsaicina,
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) na fase adulta. Os animais
receberam capsaicina (30 mg/Kg, s.c.) no segundo dia de vida, sendo os
protocolos experimentais realizados nos animais na fase adulta dos mesmos (60-
70 dias de vida). A sensibilizacdo com OVA foi realizada pela injecao subcutanea
de 200 pg de OVA adsorvida em 8 mg de Al (OH);. O desafio antigénico com OVA
(1 my) foi realizado 14 dias ap0s a sensibilizagdo. A contagem de células no LBA,
sangue periférico e medula 6ssea foi realizada 6h apos o desafioc com OVA. Nos
animais desafiados com OVA observamos um aumento no ndmero de neutrofilos
no LBA, sendo este aumento significativamente maior em animais pré-tratados
com capsaicina. Em ambos os grupos, controle e capsaicina, observamos reducao
do nimero de neuirdfilos no sangue periférico de ratos desafiados com OVA,
sendo esta redugao maior no grupo capsaicina. Na medula éssea, observamos
aumento significativo das formas imaturas e maduras de neutréfilos em ratos
desafiados com OVA, né&c foi observado diferencas estatisticas entre o grupo
controle e capsaicina. Empregando o modelo de adesdo in vifro, nossos
resultados mostraram gue os neutrofilos sanguineos obtidos de ratos tratados com
capsaicina tém a mesma capacidade de aderir em resposta ao fMLF (0.1 uM) ou
PMA {1 uM} em placas recobertas com sore ou fibronectina. Além disso,

neutrofilos obtidos de animais confrole ou pre-tratados com capsaicina sio
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capazes de migrar in vitro em resposta ao fMLP (10 uM), PAF (0.1 uM) e a
substancia P (50 uM) de maneira semelhante. Observamos um aumento
significativo nos niveis de TNF-a, IL-6, IL.-10 e LTB,4 no LBA dos ratos desafiados
com OVA e pre-tratados com capsaicina. Nos animais tratados com capsaicina
observamos um aumento significativo na expressao do RNAm para CINC-3 e
redugdo do RNAm para CINC-2 no pulmao apds o desafio com OVA, quando
comparado com o seu respectivo controle. Macrofagos alveolares obtidos de
animais tratados com capsaicina foram capazes de gerar a mesma quantidade de
anion superoxido, nitrito e TNF-a (basal e estimulada) quando comparado com o
grupo controle. O tratamento cronico dos ratos com o composto 48/80 preveniu o
aumento do influxo de neutrdfilos no grupo de animais tratados com capsaicina
(desafiados com OVA) e restaurou os niveis de TNF-a aos valores encontrados no
grupo controle. No conjunto, estes resultados sugerem que o tratamento neonatal
com capsaicina resulta em “up-regulagéo” dos mastocitos, que, uma vez ativados
pela exposigdo ao antigeno, passam a liberar grandes quantidades de mediadores
inflamatorios, principaimente do TNF-a e a CINC-3, amplificando desta forma
aumento do influxo de neutréfilos nas vias aéreas destes animais. Paralelamente,
observamos que ratos pre-tratados com capsaicina apresentam aumento no
numero basal de neutrdfilos imaturos e maduros na medula 6ssea, quando
comparado aos animais controle. Este aumento estad associado a elevacido da
expressao da PPT-I e do receptor NK; na medula éssea, sugerindo que estas
proteinas estao “upreguladas’ em animais desprovidos de neuropeptideos pelo

tratamento neonatal com capsaicina.
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ABSTRACT

This study was undertaken to clarify the mechanisms by which C-fiber
degeneration at neonatal stages exacerbates the inflammatory responses of rat
airways. Rats were treated with capsaicin at neonatal stages and immunized with
ovalbumin (OVA) at adult ages. Challenge of capsaicin pretreated rats with OVA
promoted a higher influx of neutrophils in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid
compared with the vehicle group. No significant differences were found for the
other cell types. The increased adhesion of fIMLP (0.1 uM) and PMA (1 uM)-treated
neutrophils to fibronectin-coated wells did not differ among vehicle- and capsaicin-
pretreated rats. Additionally, fMLP (10 uM), PAF-(0.1 uM) and substance P (50
pM) induced a significant neutrophil chemotaxis, but no differences were found
among vehicle and capsaicin groups. Increased levels of TNF-a, IL-6, IL-10 and
LTB4 in BAL fluid as well as higher expression of CINC-3 in lung homogenates
were detected in the capsaicin group compared with vehicle group. In the capsaicin
group, chronic treatment with compound 48/80 restored the TNF-a levels to control
values and prevented the neutrophil influx in BAL fluid. The enhanced production
of TNF-a, superoxide anion and nitrite by isolated alveolar macrophages in
response to LPS (3 ug/ml), PMA (10 nM) and/or zymosan (100 particles/cell) did
not differ between vehicle- and capsaicin-pretreated rats. In conclusion, chronic
neuropeptide depletion promoted by neonatal capsaicin treatment upregulates
airways mast cells, which upon activation by antigen at adult ages, release large
amounts of cytokines such as TNF-g and CINC-3 that accounts for the massive

airways neutrophil infiltration. Parallel to this, we observed that capsaicin-
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pretreated rats present higher numbers of both immature and mature neutrophils in
bone marrow, compared with control rats. This was accompanied by higher
expression of mRNA for PPT-l and tackynin-NK1 receptor in bone marrow,
suggesting that these proteins are up-regulated in rats chronically depleted of

neuropeptides by neonatal capsaicin treatment.
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1. INTRODUGAO

1.1 Consideracdes gerais sobre a inflamacao neurogénica

A inflamagao neurogénica é uma resposta local, decorrente da liberagéo de
certos transmissores dos terminais periféricos de neurdnios nao-adrenérgico e
ndo colinérgico (NANC), em resposta a estimulos gquimicos, térmicos ou
mecanicos (GEPPETT! & HOLZER, 1996). Os principais transmissores liberados
desses terminais nervosos s@o peptideos como a substancia P, neurocinina A
(NKA), neurocinina (NKB) e peptideo relacionado ao gene da cailcitonina (CGRP),
entre outros. Estes neuropeptideos estdo envolvidos em uma variedade de
doengas inflamatérias e processos hiperalgésicos incluinde rinite (BLOM et al.,
1997), neuralgia pos-herpes, urlicarias (HERNANZ et al., 1989; MAGGI, 1995),
psoriase (NAUKKRINEN et al, 1989), dermatites atdpicas e de contato
(COULSON e HOLDEN, 1990), neuropatia diabética dolorosa (LOW et ai., 1995),
sindrome dolorosa poOs-mastectomia (DINI et al, 1893), crises de enxaqueca
(FUSCO et al,, 1984; MAGGI, 1995), artrite reumatdide (LEVINE et al., 1985) e
asma {BARNES, 1901; RICCIARDOLO et al.,, 1999).

Dentre os peptideos liberados das fibras NANC, a substancia P € o mais
estudado e, supostamente, o que mais contribui para o processo inflamatério
neurogénico (ANSEL et al., 1997). Este neuropeptideo induz infiltracdo de
granuidcitos em diferentes tecidos por mecanismos dependentes e independentes
de mastocitos (YANO et al., 1889; IWAMOTO, 1892). A substancia P também

estimula a liberaco de TNF-o, que regula a expressaoc de moléculas de adeszo
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na superficie do endotélic (ICAM-1 e VCAM-1) e nos leucécitos (SABAN et al.,
1997). Estes efeitos se devem, em grande parte, a ligacdo da substancia P ao
receptor NKy, resultando em niveis aumentados de calcio intracelular seguido
pela resposta bioldgica (QUNILAN et al., 1999).

Atraves de modelos animais que mimetizam a fisiopatologia das doencas
das vias aéreas humanas, tem sido sugerido gue o0s neuropeptideos,
particularmente a substdncia P, desempenham papel importante no
desencadeamento da asma brénquica (MANZINE et al, 1987; LUNDBERG et al.,
1991, ALVING, et al, 1891). Entretanto, outros estudos mostram que as fibras
NANC do tipo C exercem papel protetor nas vias aéreas, uma vez que o
esgotamento dos neuropeptideos pelo tratamento dos animais com capsaicina
acarreta aumento marcante no influxo de leucécitos, principalmente neuiréfilos, no
lavado broncoalveolar em resposta a diferentes estimulos inflamatorios (LONG et
al., 1996, STERNER-KOCK et al., 1996). Corroborando estes estudos, mais
recentemente demonstrou-se que o tratamento de ratos neonatos com capsaicina
ocasiona, na fase adulta, aumenio do influxo de neulréfilos no lavado
broncoalveolar e fecido pulmonar em resposta ao desafio intratragueal com
ovalbumina (OVA), o qual € acompanhado por hiperreatividade brénquica
(MEDEIROS et al., 2001, 2003). Este recrutamento de neutréfilos nos ratos pré-
tratados com capsaicina € maximo em 6 h e independe dos niveis elevados de
imunoglobulinas. No presente trabalho procuramos aprofundar os conhecimentos
sobre 0s mecanismos responsaveis pelo aumente do influxo de neutrofilos nas
vias aéreas de ratos tratados na fase neonatal com capsaicina.
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1.2 Hematopoiese e Neutrdfilos

A formagédo de todas as células sangliineas é denominada hematopoiese.
Essa denominagdc abrange todos os fenGmenos relacionados a origem,
multiplicacdo e maturagdo das células preéursoras ac nivel de medula dssea
(BAITON, 2001; LORENZI e JAMRA, 2001). No homem, as primeiras células
sangliineas surgem no periodo embrionario, por volta da sétima ou oitava semana
de vida. Deste periodo até o quarto més, estas células ficam localizadas no saco
vitelino, que € o chamado periodo embrionario da hematopoiese. Do quarto ao
sexto més da vida fetal, passam a ser formadas no bago e no figado (periodo
hepatoesplénico) e, a partir de ent&o, na porgéo esponjosa dos ossos (periodo
medular). Em um aduito sadio, a producéao diaria de neutrofilos esta em torno de 6
bithdes de células por quilograma de peso por dia (LORENZI e JAMRA, 2001).

A hemopoiese medular constitui um mecanismo complexo no qual
participam células indiferenciadas (stem cells), macromoléculas de composicéo
gquimica diversa que formam a matriz exiracelular e fatores de maturacdo
produzidos pelas celulas estromais, as quais s&o compostas por linfécitos,
macrofagos e células endoteliais do paréngquima medular (LORENZI e JAMRA,
2001).

A diferenciacéc das stem cells ocorre a partir das unidades formadoras de
colbénia (CFU), para granuldcitos e monécitos (CFU-GM) e CFU para granulécitos
(CFU-G), e da IL-3, dando origem ao neutrofilos (BARBIOR e GOLD, 20017). O

primeirc precursor do neutrofilos reconhecido microscopicamente € o mieloblasto,
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o qual se diferencia seqglencialmente em promielécito, mielécito, metamieldcito,
neutrofilo na forma de bastao e neutréfilo segmentado (BAITON, 2001).

A formagéo dos neutrdfilos na medula dssea é dividida em compartimentos
mitoticos/proliferativos e compartimentos de armazenamento de células maduras.
O compartimento mitdtico contém o mieloblasto, promielécito e mieidcito, os quais
sao capazes de se replicar e estdo presentes em pequeno ndmero. Os
metamielécitos, bastonetes e segmentados constituem o compartimento de
armazenamento, nao sendo capazes de se replicar (BARBIOR e GOLD, 2001).

O mieloblasto e uma célula imatura que tem nucleo largo e oval, nuciéolos
grandes, cujo citoplasma contém pouco ou nenhum grénulo. O promielécito
apresenta nucleo esférico, cromatina grosseira e nucléolos. Nesta fase, o
promielocito contém grande quantidade de granulos citoplasmaticos positivos para
a peroxidase. E neste perfodo que se formam os granulos primarios ou azurdfilos.
No estagio final do promielécito, a peroxidase abruptamente desaparece,
cessando a produgao de granulos azurdfilos. O estagio mielécito se inicia com a
producao de granulos especificos peroxidase negativo. Nesta fase, o nucleo
celular @ esférico (ou com reentrancia), a cromatina & densa, e o citoplasma
apresenta grande quantidade de granulos (BAITON, 2001).

O nitimo estagio de maturacéo consiste de células que néo se dividem e
que podem ser diferenciadas através da morfologia do nucleo e da populagéo de
granulacao mista (BARBIOR e GOLD, 2001). O metamieldcito apresenta o nucleo
em forma de rim, cromatina frouxa e auséncia de nucléolos. O bastonete
apresenta ¢ nlcleo em forma de ferradura, enquanto o neutréfiloc segmentado

apresenta o nucleo lobulado.
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No raio, o precursor mieldide varia de tamanho, especialmente o
metamielocito. O nlcleo em forma de anel é evidente no estagio de metamielécito,
antes de as células polimorfonucleares serem liberadas na circulacdo periférica.
Além disso, os neutrdfilos do rato apresentam granulacao citoplasmatica fina,
quase sem cor, € 0 nucleo, roxo-azulado, apresenta-se mais freqlientemente na
forma de anel (SANDERSON e PHILIPS, 1981).

Os neutrofilos deixam o compartimento de estogue da medula e entram no
sangue, onde terdo uma meia vida de 8 a 7 horas,; porfanto, sé@o repostos em
grande quantidade, no sentido de manter estavel o nimero de células circulantes
(BARBIOR e GOLD, 2001).

A migragao dos neuirdfilos dos vasos sangiineos para o tecido inflamado é
o principal evento do processo inflamatério. Esse processo de transmigragédo
acontece em varias etapas, e & controlado por uma complexa cascata de
interacbes de moléculas de adesado presentes no neutrdfilo e nas células
endoteliais com ligantes presentes na matriz extracelular (VESTEWEBER e
BLANKS, 1999). Este processo se inicia com o deslocamento do neutrdfilo da
regido central do vaso para se posicionar e rolar ao longo da superficie do
endotélio. Esta etapa & mediada pelas selectinas, pela glicoproteina ligante-1
(PSGL-1) e por seus ligantes presenies na célula endotelial (WAGNER & ROTH,
2000).

0O passo seguinte da migracao celular & a adesdo firme e transmigragéo
dos neutréfilos, a qual € mediada pelas integrinas. Quando os neutrofilos rolam
pelo endotélio devido as interagbes com as seleciinas, cerios agentes, como

guimiocinas, estio aumentados levando a ativacio das integrinas. A ativacéo
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destas moléculas leva a interrupcao do rolamento do neutréfilo a fim de estabilizar

a adesao entre os neutrdfilos e o endotélio (BROWN, 1997).

Selectinas

A nomenclatura dos trés membros da familia dessas moléculas de adesio
foi designada por prefixos de acordo com o tipo de célula onde estas moiéculas
foram primeiramente identificadas: L-selectina esta expressa em leucoécitos, a E-
selectina no endotélio ativado, e a P-selectina em plaquetas. Esta Ultima também
pode ser expressa em células endoteliais (PIGOTT e POWER, 1994;
VESTEWEBER e BLANKS, 1999).

Durante o processo inflamatério, quando os neutréfilos sdo ativados por
substancias quimiotaticas, estes expdem a L-selectina na sua superficie. A perda
da L-selectina & um dos marcadores utilizados para distinguir neutrofilos nao-
ativados de ativados. isto ocorre porque a metaloproteinase do neutréfilo cliva a
selectina na juncio do dominio exofacial com o dominio transmembranico,
liberando o dominio exiracelular da L-selectina no plasma. Desta forma, os niveis
circulantes desta selectina estdo aumentados em varios processos inflamatorios
associados a ativacdo de neutrdfilos (BROWN, 1997).

A express8o da E e P-selectina aumenta rapidamente na membrana das
células endoteliais apos estimulagdo com varios mediadores inflamatorios como
citocinas, histamina e trombina (VESTEWEBER e BLANKS, 1999). Assim, na
inflamacao, a E- e/ou P-selectina presente no endotélic e a L-selectina presente

nos neutréfilos atuam seglencialmente iniciando o "tethering” do neutrofilos, um
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processo que leva a marginacdo destas células, aumentando o contato com o

endotélio (BROWN, 1997; VESTEWEBER e BLANKS, 1999).

Integrinas

As integrinas s&o glicoproteinas transmembréanicas heterodiméricas
encontradas nos neutréfilos e em outras células hematopoiéticas, e s&o
responsaveis pela adesao célula-celula e pela adesio matriz celular-célula.

Essas moléculas apresentam duas subunidades denominadas o e B. Foram
classificadas originalmente em 3 subfamilias: B integrinas (ou VLA proteinas), B
integrinas (ou leucams) e B; integrinas {ou citoadesivas). Foram identificadas 16
subunidades « e 8 subunidades §, sendo que subunidades « individuais podem se
associar a mais de uma subunidade .

As integrinas se ligam a uma variedade de proteinas de matriz extracelular
(fibronectina, fibrinogénio, coladgeno, laminina, e outros) e também com membros
da superfamilia das imunoglobulinas (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 e VCAM-1)
(PIGOTT e POWER, 1994; KAVANAUGH, 1997).

A ligacao dos neutrdfilos ao endotélio ativado é principaimente mediada por
duas integrinas P2 (ou CD18), que s&oc o antigeno-1 de macréfago (Mac-1; cmBz;
CD11b/CD18) e 0 antigeno-1 de funcao linfocitaria (LFA-1; oy B2; CD11a/CD18).

O LFA-1 esta presente predominantemente em linfocitos, mas os neutréfilos
podem expressar constitulivamente pequena guantidade desta integrina (VAN

DER VIEREN et al, 1899). Por outro lado, o Mac-1 revelou-se como a mais
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importante integrina do grupo CD18 encontrada em respostas inflamatorias
dependentes de neutrdfilos. Esta integrina & armazenada em 3 compartimentos no
neutréfilo: vesiculas secretoras, granulos especificos e granulos de gelatinase.
Pode ser rapidamente mobilizada para a superficie dos neutréfilos apos exposicao
ao fMLP, LPS, entre outros agentes (BOREGAARD e COWLAND, 1997).

A B+ integrina (VLA-4; a4f4) é predominantemente encontrada em linfocitos,
eosinofilos e mondcitos, e participa das interacées das células com o endotélio e a
matriz celular. Alguns trabalhos tém demonstrado que neutréfilos humanos e de
rato também podem expressar constitutivamente esta integrina (ISSEKUTZ et al.,

1996; DAVENPECK et al., 1998; CONRAN et al., 2003).

Imunoglobulinas

As imunoglobulinas estao envolvidas na adesdo célula-célula. A
imunoglobuiina ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular-1) foi a primeira
imunoglobulina identificada como marcadora da ativacdo de células B e como
ligante para a integrina LFA-1 em células linfoblastéides B. Esta molécula
apresenta pequena expressdo constitutiva nos mondcitos e nas células
endoteliais, mas sua expressio é aumentada marcantemente durante processos
inflamatérios. As integrinas Mac-1 e LFA-1 sdo seus ligantes (CRONSTEIN e
WEISSMANN, 1993; PIGOTT e POWER, 1994; MULLER e RADOLPH, 1999).

Duas outras ICAMs foram identificadas posteriormente: ICAM-2 e ICAM-3.
A ICAM-2 ¢ constitutivamente expressa nas células endoteliais e células T. A

integrina LFA-1 tem maior afinidade para esta imunoglobulina do que pela ICAM-1.
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enquanto que para a Mac-1 o inverso & verdadeiro. A ICAM-3 encontra-se
expressa em todos os leucéeitos, mas ndo nas células endoteliais.

A VCAM-1 (molécula de adesao da célula vascular-1) & outro membro da
superfamilia das imunoglobulinas envolvida nas interacbes leucocito-endotélio. O
ligante para a VCAM-1 € a integrina VLA-4 (MULLER e RADOLPH, 1999).

A passagem dos neutrdfilos entre as células endoteliais envolve outra
molécula de adesao do tipo IgG, a PECAM-1 (molécula de adeséo da célula
endotelial e da plaqueta), que esta expressa nas células endoteliais, plaquetas e
neutrofilos. A PECAM-1 é uniformemente distribuida sobre a superficie dos
neutréfilos circulantes, estando concentrada nas juncoes intercelulares das células
endoteliais ndc-estimuladas. Nas células endoteliais, a PECAM-1 parece ser o
ligante homofilico passivo para a PECAM-1 presente nos neutrofilos, esta ligacéo
resulta na transdugao de sinal no neutrdfilo, ativacdo de integrinas e finalmente na

transmigracao celular (O’'BRIEN et al., 2003).
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1.3 Mediadores sollveis da migragio

Os estimulos que induzem a migracao dos neutrdfilos s3o citocinas nao

quimiotaticas ou substancias quimiotaticas, descritos a seguir.
a) Citocinas ndo quimiotaticas

O TNF-o e a IL-1 s&o citocinas capazes de induzir a producdo de
substancias quimiotaticas e a expressdo de proteinas de adesio nos neutrofilos e
nas celulas endoteliais, mas n&o sado quimiotaticas para os neutrofilos. Sob acao
do TNF-co, os neutrdfilos se ativam e expressam integrinas, levando-os a produzir
mediadores lipidicos e liberar o contelido dos seus granulos. lgualmente, as
células endoteliais mobilizam selectinas e aumentam a expresséo da ICAM-1 em
resposta ao TNF-c.. De maneira similar, a IL-1 promove a inducédo da expressao

de selectinas e ICAM-1 nas células endoteliais, e ativa as integrinas nos

neutréfilos (SCHLEIMER e RUTLEDGE, 1986).
b} Substancias quimiotaticas
As substancias quimiotaticas para os neutréfilos s&o produzidas por uma

variedade de celulas, e incluem principalmente o CB5a, quimiocinas,

neuropeptidecs, MLP, PAF e L TB..
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O Cba circulante, formado a partir da quebra da proteina C5, é produzido
durante a ativacdo da via classica do complemento no sangue, e, uma vez
formado, pode se ligar aos neutrdfilos circulantes. Macréfagos tissulares e células
epiteliais especializadas podem produzir C5a atraves da via alternativa do sistema
complemento (KOHL e BITTER-SUERMANN, 1993). Com isso, o Cba
extravascular promove migracdo dos neutrdfilos dependente de gradiente
(STRUNK et al., 1988). A ligacao do Cba com o seu receptor nos neutréfilos pode
levar a ativacdo das vias secretdrias e oxidativas destas células.

As quimiocinas representam um grupo de aproximadamente 40 pequenas
proteinas (6 a 15 kD). Estruturaimente, todas as guimiocinas possuem 4 residuos
de cisteina na sua porgdo amino terminal que formam pontes de disulfeto. As
quimipciﬂas sdo classificadas pela seqléncia de duas cisteinas NH, proximal: o
ou CXC quimiocinas (cujos residuos de cisteina sdo separados por um
aminoacido); B ou CC guimiocinas (cujos residuos de cisteina sdo adjacentes). De
modo geral, os neutréfilos respondem as o-quimiocinas enquanto as céiulas
mononucleares respondem mais forlemente as J-quimiocinas (ROLLINS, 1987;
NICKEL et al., 1999; WAGNER e ROTH, 2000). Dentre essas quimiocinas, a IL-8
&, provavelmente, a mais importante para a migracao de neutrdfilos na maioria das
respostas inflamatdrias observadas em humanos e coelhos. Os roedores néo
possuem um analogo da 1L-8, mas possuem a “citocina indutora de quimioatragéo
de neutréfilos” (CINCs), que € semelhante as proteinas oncogénicas relacionadas
ao crescimento. Duas CINCs, CINC-1 (ou KC) e a CINC-3 (ou MIP-2) sac

fundamentais em respostas inflamatodrias em ratos e camundongos. Além disso, a
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CINC-3, gquando incubada com sangue de rato, pode levar os neuirdfilos a
expressarem a L-selectina e aumentar a expressao de Mac-1 (FREVERT et al,,
1995).

O peptideo formilado bacteriano (fMLP) é resultante da quebra da porcao
NH:-terminal de proteinas bacterianas (THELEN et al., 1993). Receptores para o
fMLP est@o expressos em neutrdfilos ndo estimulados, mas a ativacdo destas
células com fMLP (ou outros agentes) aumenta o nimero de receptores para este
agente (BORREGAARD e COWLAND, 1997). Além da quimiotaxia, o fMLP exerce
varios outros efeitos nos neutréfilos, tais como desgranulagéo, aumento do "burst”
oxidativo e da adeséo.

O LTBs € produzido em neutréfilos e outras células a partir do éacido
araquidonico. Esta presente na maioria dos focos inflamatorios, podende também
induzir aderéncia dos neutrofilos as células endoteliais. A aderéncia no endotélio é
devida em parte a acéo direta do LTB, nas células endoteliais (NOHGAWA et al.,
1997). Dois receptores para o LTBs ja foram clonados e identificados em
diferentes espécies animais: o BLT; e BLT, sendo gue ¢ receptor BLT: o
responsavel pela resposta quimiotatica (NICOSIA et al., 2001).

O PAF € um fosfogliceridio acetilado derivado dos lipideos da membrana
celular e é produzido por células endoteliais, plaguetas, eosindfilos, neutrdfilos e
macrofagos. Afraves da ligac@o com o receptor PAFR presentes nos neutrdfilos €
capaz de promover guimiotaxia. Alem disso, induz a expressdo de moléculas de
adesdo no endotelio e nos leucécitos (MATHIAK et al, 1997). Acredita-se que, o
PAF derivado da celula endofelial, auxilie a ligacdo aos receptores‘ de PAF

presentes no neutréfilo em rolamento (ZIMMERMAN et al., 1996).
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A substancia P, além de regular uma série de mecanismos envolvidos na
migragao do neutréfilo, induz a produgdo de citocinas e aumenta a expressao de
moléculas de ades&o na superficie do endotélio, através da interacdo com os
receptores classicos para os neuropeptideos NK: e NK, (SABAN et al., 1997;
DELGADO et al, 2003; DIANZANI et al., 2003). E capaz também de induzir
quimiotaxia de granulécitos in vitro (ROCH-ALVEILERR et al., 1986; CAROLAN e
CASALE, 1993).

Portanto, a ligacdo destes agentes quimiotaticos aos receptores na
superficie dos neutréfilos inicia uma série de eventos intracelulares que levam a
migracao, agregacao, aderéncia, desgranulacédo e produgéo de anion superdxido.
Esses efeitos sdo dependentes da concentragao do agente quimiotatico, sendo
que, em baixas concentragbes, é capaz de levar a quimioctaxia, e em altas

concentragoes, a desgranulacao (HARIBABU et al., 2000).
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1.4 Fibras aferentes primarias e neuropeptideos

As fibras aferentes primarias originam-se de ganglios da raiz dorsal e
formam uma vasta rede de axénios perivasculares que inervam densamente todo
o organismo. Estes compreendem os neurdnios ganglionares da raiz dorsal e
neurdnios ganglionares trigeminais (SZALLASI e BLUMBERG, 1809). Em geral, os
neurdnios aferentes s&o bastante sensiveis a vanildides (substancias que contém
o grupo vanilii em sua estrutura quimica), possuem o corpo celular de pequeno
diametro (< 50 um} e compreendem axénios nao-mielinizados de baixa velocidade
de condugéo (tipo C) e alguns mielinizados maiores (tipo As; HOLZER, 1991).

A transmissa@o quimica dos neurdnios autondmicos para os tecidos efetores
periféricos foi durante muito tempo creditada unicamente & noradrenalina e
acetiicolina. Esse conceito foi reavaliado a partir dos anos sessenta quando se
demonstrou que a resposta inflamatoria local, decorrente da conducao de impulso
nervosc antidromico de terminagdes periféricas de alguns neurdnios aferentes
primarios, naoc era dependente da liberagdo de noradrenalina e acetilcolina, mas
sim da liberag@o de outros mediadores, principalmente neuropeptidecs (JANCSO
etal, 1961; SZOLCSANY! et al., 1975). Desde entao, essas fibras passaram a ser
conhecidas como fibras nao-adrenérgica, ngo-colinérgica (NANC).

A capsaicina, substancia isolada da pimenta vermelha, atua sobre fibras
NANC do tipo C e A8, resultando na estimulagéo ou degenerac@o das mesmas

(JANCSO et al., 1961, 1967; JANCSO e KIRALY, 1981), e por isso tem sido
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amplamente utilizada como ferramenta farmacoldgica no estudo dos neurdnios
sensoriais.

A seletividade da capsaicina é demonstrada pela presenca de um sitio
especifico de membrana, o receptor vanildide. A ativacdo do receptor vaniloide
leva a aberiura do canal ibnico; com influxo de sodio e calcio, gerando
deporalizagédo e potencial de acdo; isto determina a propagacao do impluso para
as ramificagbes periféricas e para o sistema nervoso central (REF).
Resumidamente, as ag¢bes farmacolégicas da capsaicina  envolvem,
primeiramente, a excitagdo dos neurdnios sensoriais que & seguida pela
dessensibilizacdo dos mesmos, impossibilitando assim a condugdo de novos
estimulos. Finalmente, dependendo da concentracdo, da via de administracao e
da idade dos animais, advém as agbes neurotoxicas da capsaicina (MAGGI et al.,
1995, HOLZER, 1991). Acredita-se que suas agbes neurotdxicas da capsaicina
estejam relacionadas com a diminuigao (ou inibicso) do transporte intra-axonal do
fator de crescimento neuronal (NGF) da periferia, onde & produzido, para o corpo
celular. E sabido .que o NGF e fundamental para a manutencio e sobrevida dos
neurénios ganglionares imaturos da raiz dorsal (WOOD, 1293). Tem sido proposto
também, gue o aumento do calcio intracelular poderia alcancar niveis
suficientemente altos nos neurbnis senscriais contribuindo para os efeitos
neurotoxicos da capaicina observados in vivo (CATERINA e JULIUS, 2001).

C tratamento neonatal de ratos com capsaicina promove a destruicao de
mais de 80% das fibras C, enquanto que o fratamento com essa substancia em
animais adultos ndo & tao severo, mas causa reducio significativa nos niveis de

neuropeptideos {(HOLZER. 1991).
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Os neuropeptideos mais estudados sio as taguicininas (substéancia P, NKA
e NKB) e o CGRP. As taquicininas sio peptideos produzidos a partir de dois
genes distintos, denominados pré-pré-taquicinina A (PPT-A ou PPT-I) e pré-pro-
taquicinina B (PPT-B ou PPT-l), que apresentam em comum a mesma segléncia
C-terminal em suas estruturas quimicas, ou seja, Phe-X-Leu-Met-NH,. Trés tipos
de receptores pos-juncionais, denominados NK3, NKz e NK3, ja foram clonados e
caracterizados (MAGGI, 1993). Os receptores NK; sao ativados preferencialmente
pela substancia P, e os receptores NK, e NK; sdo ativados pela NKA e NKB,
respectivamente. Os efeitos bioldgicos do CGRP sao dependentes da ativacéo de

receptores especificos denominados CGRP; e CGRP, (DENNIS et al., 1989).

1.5 Controle neural das vias aéreas

O trato respiratério & ricamente inervado por fibras autonbmicas e
sensorias, as quais regulam o tdénus da musculatura lisa e a secrecéo de muco. O
sistema nervoso parassimpatico, é a via eferente dominante, responsavel
principalmente pelo controle do ténus da musculatura lisa. A acetilcolina liberada
pelas terminagbes nervosas parassimpaticas induz broncoconstricdo, no entanto,
tem sido proposto gue outros neurotransmissores nao-celinérgicos tais como o
oxido nitrico (NO) e o peptideo intestinal vasoativo (VIP) também podem ser
liberados por fibras nervosas parassimpaticas  exibindo uma acao
broncodilatadora. As terminacées nervosas simpaticas desempenham pequeno
papel na regulagéo direta do tdnus da muscuiatura das vias aereas, porém grande

populagao de receptores B-adrenérgicos s3o encontrados nesta musculatura, os
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quais, apods ativagdo, levam a broncodilatacac (CANNING e FISCHER, 2001)
(Figura 1).

O nervo vago supre a maioria das fibras sensoriais nas vias aéreas. As
fibras sensoriais que inervam o trato respiratério t&m seus corpos celulares
localizados principalmente no ganglio jugular e no ganglio nodoso, e apresentam
projecbes perifericas para as vias aéreas e projecbes centrais para a medula.
Algumas inervagdes sensoriais se originam do ganglio da raiz dorsal, com fibras
que acompanham 0s nervos simpaticos espinhais (BARNES, 1992) (Figura 1). A
ativacdo inapropriada destas fibras sensoriais, como na asma brénquica, pode
resultar em aumento na producéo de muco, tosse e broncoconstricdo. Do mesmo
modo, a ativacao dos nervos aferentes trigeminais, que inervam as vias aéreas
inferiores, produz sintomas de rinite alérgica como secrecdo de muco, espirro e

exsudacao plasmatica (BARNES, 2001).
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Figura 1- Representacdo esquemadtica da inervacdo das vias aéreas humanas

(GRONEBERG et al., 2004).

As fibras aferentes das vias aéreas podem ser divididas em 3 classes (FOX
et al., 1993; CARR e UNDEM, 2001): recepiores de adaptacio lenta (SARS),
receptores de adaptacao rapida (RARS) e fibras C.

Os SARS sao mecanoceptores de limiar baixo, e respondem as mudancas
de tensao nas vias aéreas. Estdo localizados principaimente no musculo liso das
vias aéreas, apresentam axdnio mielinizado e a conducgao é feita através de fibras
AB (FOX, 1999). Os RARS, também conhecidos como “receptores irritantes”, sao
encontrados em todo o tecido respiratdrio; porém estdo presentes em

concentragcées maiores nas vias aereas superiores, especiaimente na carina e
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bronquio principal. Apresentam axénio mielinizado, e a conducdo é feita através
de fibras AS (MORTOLA et al., 1975, FOX et al, 1999). As fibras C gue inervam o
trato respiratdrio s&o divididas em pulmonares (localizadas nas paredes
alveolares) e brénquicas (localizadas na mucosa). Nenhuma diferenca estrutural
entre os dois tipos de fibras C foi descrita até o momento.

A capsaicina estimula seletivamente as fibras C sem afetar as fibras A8 em
cobaias (FOX et al, 1993). Através de experimentos in vitro, demonstrou-se que
uma subpopulagao de fibras A das vias aéreas de cobaias também sio sensiveis
a capsaicina (RICCIO et al., 1996). No entanto, concentracdes significativamente
maiores de capsaicina s@o necessarias para que ocorra a estimulagdo destas
fibras.

As fibras C s&o sensiveis também a outros estimulos quimicos como a
bradicinina, histamina, prostanoides, adenosina, fumaca de cigarro e ozénio. No
entanto, a ativagao destas fibras por estas substéncias parece depender da
especie animal utilizada. Os prostandides s&o capazes de ativa-las no cio e no
gato. mas nao em ratos e cobaias. A adenosina, por sua vez, ativa as fibras C em
ratos, mas no em caes. Além disso, outras diferencas podem ser encontradas;
por exemplo, a histamina e a serotonina sdo capazes de ativar as fibras C
brénquicas, mas n&o as pulmonares (BELVISI, 2003).

A estimulacao das fibras C resulta na liberacéo dos neuropeptideos esta é a
chamada fungéo eferente dos neurbnios sensoriais. Nas vias aéreas, a
descamagao epitelial, observada fregiientemente em sujeitos asmaticos, expde os

terminais nervosos aferentes, os guais podem sofrer estimulacgo por mediadores
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inflamatorios, resultando na liberagao dos neuropeptideos (LAITINEN et al, 1985).
Assim, o componente neurogénico da inflamacdo das vias aéreas e da
hiperreatividade bronquica pode ser resultante da descamacac epitelial e da
hiperatividade dos nervos sensoriais os quais encontram-se mais expostos a
certos mediadores, incluindo a bradicinina (BARNES, 2001).

De modo geral, os efeitos produzidos pelas taquicininas nas vias aéreas
sdo pro-inflamatorios. A substancia P e a NKA promovem broncoconstrigo,
vasodilatagao, extravasamento de proteinas plasmaticas, edema brénquico e
hipersecrecao de muco (BARNES, 1986). A broncoconstrigdo induzida por
estimulacao elétrica, in vivo e in vitro, é bloqueada por antagonistas de receptores
NK: e NK; (LUNDBERG et al., 1983, MAGGI et al., 1991; LOU et al., 1993).

Dessa forma, os estudos apontam os nervos sensoriais como elementos
importantes nos processos inflamatdrios das vias aéreas. No entanto, os dados da
literatura sao conflitantes, uma vez que, utilizando a capsaicina como ferramenta
farmacolégica para avaliar o papel das fibras sensoriais e dos neuropeptideos,
pode-se observar tanto redugo quanto amplificacio da inflamacao pulmonar.

Utilizando um modelo de hipersensibilidade imediata em camundongos,
demonstrou-se que o tratamento do animal adulto com capsaicina promove um
aumento da exsudacao e do namero de leucécitos nas vias aéreas e na pele dos
animais, mas previne a hiperreatividade da traquéia (BUCKLEY e NIJKAMNP,
1994a; 1994b). Esses autores sugeriram que a hiperreatividade das vias aéreas e
a inflamagdo n&o estdo necessariamente correlacionadas na reacdo de

hipersensibilidade do tipo imediata.
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Em coelhos imunizados com Alternaria tenius, o tratamento de animais
adultos com capsaicina atenuou significativamente a hiperreatividade das vias
aéreas induzida pelo antigenc (RICCIO et al, 1993; HERD et al., 1995). De modo
semelhante, o ftratamento de cobaias adultas com capsaicina diminuiu a
hiperreatividade, a exsudac&o plasmatica e o influxo neutrofilico induzido por
ozénio (KANEKO et al., 1994; KOTO et al., 1995). O mesmo perfil de resposta foi
observado com cobaias submetidas a exposices cronicas de OVA, onde o
tratamento com capsaicina resultou na diminuigdo da broncoconstricdo e edema
peribronquiolar (TIBERIO et al., 1997).

Diferente dos estudos citados acima, o tratamento de cobaias, no periodo
neonatal, com capsaicina aumentou a reatividade brénquica apds exposicao dos
animais a fumaga de cigarro (BURNS et al.,, 1992). O tratamento de ratos no
periodo neonatal com capsaicina também exacerbou a hiperreatividade das vias
aereas e o infiltrado de neutrdfilos no lavado broncoalveolar apés exposicao ac
ozbnio (JIMBA et al.,, 1995; TAKEBAYASHI et al, 1998). De modo semelhante,
LONG et al. (1996) observaram gue a instilacio intratraqueal com LPS em ratos
tratados com capsaicina na fase neonatal evoca um infiltrado neutrofilico no
lavado broncoalveolar marcantemente maior do que em animais controle. Este
tratamento produz também um aumento na severidade da inflamacéo
broncopulmonar e no numero de lesdes necroticas no pulmao apés exposigao ao
ozbnio, sendo este efeito atribuido ao infiltrado neutrofilico nos ratos tratados e
expostos ao ozdnio (STERNER-KOCK et al., 1996). Corroborando estes estudos,
mais recentemente demonstrou-se que ratos tratados na fase neonatal com

capsaicina e desafiados com OVA na idade adulta apresentam aumento do influxo
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de neutrdfilos nas vias aéreas e hiperreatividade brénquica (MEDEIROS et al,
2001; 2003). Neste estudo, o tratamento neonatal com capsaicina ndc modificou
os niveis sericos de IgE, 19G; e IgG; nos animais sensibilizados, indicando gue os
neurbnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina modulam o influxo
neutrofilico alérgico pulmonar por mecanismos independentes de g (MEDEIROS
et al., 2001).

Em resumo, o tratamento de animais adultos com capsaicina reduz a
resposta inflamatdria, e taquicininas, quando administradas exogenamente,
exercem potente efeito inflamatério, especialmente nas vias aéreas. Por outro
lado, a degeneracdo das fibras sensoriais no periodo neonatal e a reducdo
drastica da produgdc de neuropeptideos no animal adulto pode acarretar

amplificacdo da inflamagao pulmonar nao-alérgica e alérgica.
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Objetivos

Objetivos gerais

O objetivo principal deste projeto foi investigar os mecanismos que

determinam aumento do influxo de neutréfilos no pulméo de ratos desprovidos de

neuropeptideos pelo tratamento neonatal com capsaicina, sensibilizados e

desafiados com OVA na fase adulta.

Objetivos especificos

Em ratos tratados com capsaicina no periodo neonatal e que na idade adulta

foram sensibilizados e desafiados com OVA, nvestigamos:

O contetdo celular (neutréfilos, eosindfilos e células mononucieares) na
medula 0ssea, sangue periférico e lavado broncoalveolar;

A resposta quimiotaxica e a capacidade de adesao de neutrdfilos periféricos
in vitro;

Os niveis de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-«) e de mediadores lipidicos (LTB,
e PGE;) no lavado broncoalveolar, assim como os niveis de anion
superoxido, nitrito e TNF-« em macréfagos alveolares in vitro;

A expressao génica da iINOS, COX-2, CINC-1, CINC-2 e CINC-3 no tecido
pulmonar,;

O numero de leucdcitos e os niveis de TNF-« no lavado broncoalveoiar de
ratos tratados cronicamente com o composto 48/80:

O numero de neutrdfilos (imaturos e maduros) e a expressao génica da

PPT-1 e dos receptores NK; e NK; na meduia dssea.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas, pesando de 180 a 230 g.
Os animais foram mantidos & 24°C, com um periodo de iluminacéo diaria de 12 h,

e com agua e alimentacdo “ad libitum”.

2.2 Tratamento de animais neonatos com capsaicina

Casais de ratos adultos (fémeas e machos), obtidos do Biotério Central da
UNICAMP foram transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia.
Esses casais foram mantidos em caixas isoladas, por um periodo de 10 dias, a fim
de submeté-los a reproducdo. Apds esse periodo, 0s casais foram separados e as
fémeas prenhes colocadas em caixas individuais.

No segundo dia apds o nascimenio dos filhotes, os ratos neonatos
receberam, pela via subcutnea, uma dnica dose de capsaicina (30 mg/kg) na
regido dorsal. Os animais controles receberam a injecao do veiculo (1:1:8; Tween
80: etanol: NaCl 0,9%) no volume de 100 nl Finalizado o tfratamento, os animais
foram mantidos aquecidos e sob observag@o por 1 hora, e entdo devolvidos as
respectivas maes. Os animais foram amamentados até o 21° dia, e entdo
separados das maes. Esses animais foram colocados em caixas coletivas,

separados por sexo, e utilizados entre o 80°-70° dia de vida.
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2.3 Modeio de reacdo inflamatéria alérgica pulmonar

2.3.1 Sensibilizagao a ovalbumina (OVA) e desafio antigénico

Os animais pré-tratados com capsaicina e os animais controle (pré-tratados
com veiculo) foram sensibilizados através da injecao subcutdnea no dorso (0.15
mi) de uma solucdo contendo 200 ug de OVA (grau Hil) adsorvida em 8 mg de
hidroxido de aluminio, preparada em solucéo fisiolégica. Os animais nao
sensibilizados receberam, em vez da OVA, igual volume de hidréxido de aluminio.
Quatorze dias apés a sensibilizaggo, os animais receberam o desafio antigénico.
Para isto, os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (60 mgrkg, ip.) e
submetidos a uma incis@o no pescoco para a injecdo intratraqueal de 0.4 m]
solugao fisiologica contendo OVA (2.5 mg/ml). As incisGes foram suturadas
imediatamente e os animais, apos recuperados da anestesia, tiveram livre acesso
a agua e a comida. Ao fim deste procedimento, tivemos sempre 4 grupos
experimentais; (1) Conirole-Nao sensibilizado; (2) Controle-Sensibilizado: (3
Capsaicina-Nao sensibilizado e (4) Capsaicina-Sensibilizado. Utilizamos estes 4
grupos experimentais para a maioria dos protocolos experimentais descritos

abaixo,

2.3.2 Lavado broncoalveolar

Os lavados broncoalveolares (LBA) foram realizados 8 h apoés ¢ desafio

antigénico com OVA. Os animais foram anestesiados com halotano, a cavidade
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peritoneal exposta e a artéria abdominal transeccionada para exsanguinacio. A
regido do pescogo foi reaberta e a traquéia canulada com auxilio de um tubo de
polietileno (1 mm de didmetro). O LBA foi realizado com 25 ml de solucéo PBS a
temperatura ambiente. O PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado. O material
recolhido foi centrifugado a 1000 g, por 10 minutos & 20°C e o botdo ceiular
- ressuspenso em 2 ml PBS. Os leucécitos foram contados em contador automatico
de células (CELL-DYN, 1600, EUA). A andlise diferencial dos leucocitos foi
determinada em microscopio optico (lente de imersao) pela contagem, de no
minimo, 200 células em esfregaco preparado em citocentrifuga e corado com
May-Grunwald-Giemsa. Os dados foram expressos como nimero de células

(x10°% por LBA.

2.4 Contagem de células da medula dssea e do sangue

Os animais foram anesiesiados com halotano e amostras do sangue
periférico coletadas através da artéria abdominal em tubos contendo citrato de
sodio 3,2%. Para determinacdo do nimero de células da medula, os animais
foram sacrificados e o fémur direito removido; em seguida, a medula 6ssea foi
suavemente eluida com 2,5 ml de PBS contendo heparina (20 Ul/mli). A contagem
total dos leucocitos foi realizada como descrito acima. A contagem diferencial do
sangue foi realizada em laminas de esfregaco e a da medula em laminas
preparadas em citocentrifuga. A coloragdo, em ambos os casos, foi feita com

corante de Leishman.
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Os valores da contagem do sangue foram expressos como ndmero de
células (xiOG) por ml. Os dados da medula foram representados como nimero de
células (x10°%) por fémur. Foram consideradas formas imaturas do neutréfilo os
mieloblastos, promielocitos e mielécitos; e maduras, os metamieldcitos,

bastonetes e segmentados.

2.5 Obtencao de neutréfilos do sangue de rato

Para cada experimento, coleta-se sangue de cinco ratos (controles ou
tratados com capsaicina) através da artéria abdominal, na presenca de citrato de
sodio (3,2 %). O sangue foi entdo submetido & sedimentacdo com Dextran 3 6%,
seguido por um sistema gradiente Ficoll-Hypaque (1,077 g/L), de acordo com
BHALLA et al (1983). O sobrenadante obtido apds a sedimentacao foi centrifugado
a 470 g, ressuspenso em Eagle's minimum essential medium (MEM, pH 7.2) e
colocado sobre o Ficoll apos o qual foi centrifugado a 400 g por 30 minutos para a
separacdo dos granuldcitos e das células mononucleares. Foi realizada a lise
hipotdnica das células vermelhas e, em seguida, as células foram lavadas e
ressuspensas em MEM contendo 0,1% de OVA. A contagem total das células foi
feita em camara de Neubauer e a contagem diferencial em l&minas preparadas em
citocentrifuga e coradas em May-Griwalds. Através desta técnica obtivemos
populagéo homogénea (> 85%). A viabilidade, determinada pelo método de

exclusao com o corante Azul de Trypan (0,1%), foi superior a 90%.
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2.6 Quimiotaxia de neutréfilos periféricos in vitro

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados usando-se camara de
microguimiotaxia com 96 pogos (RICHARDS e MCCULLOUGH, 1984). Aliquotas
de 25 yul da suspens&o de neutréfilos (8,0 x 10° células/ml) foram colocadas no
compartimento superior da camara e 29 ul dos estimulos quimiotaticos (fMLP, PAF
ou substancia P) colocados no compartimento inferior. Os dois compartimentos
foram separados com filtro de policarbonato com poro de 5 uym (Chemo Tx ®). A
quimiotaxia espontanea foi verificada substituindo-se os agentes quimiotaticos
pelo mesmo volume de MEM. Apés incubacdo por 2 horas em atmosfera de 5%
de CO; a 37°C, os filtros foram removidos, as placas centrifugadas por 5 min a
1250 g e o conteldo dos pogos ressuspensos e transferidos para outra placa, que
foi entdao congelada por uma noite e destinada a dosagem do contetdo de
mieloperoxidase (MPQO) (BRADLEY et al., 1982).

As placas foram descongeladas e mantidas em banho de gelo. A seguir,
cada pogo recebeu 0.5% (w/v) de hexadeciltrimetil aménio bromida (HTBA) em 50
mM de tampé&o fosfato potassio, pH 6.0.

O contetido dos pocgos foi ressuspenso, e 10 ul de cada amostra foram
transferidos para outra placa adicionou-se 200 p! da solucdo de o-dianisidina
(0.167 mg/ml O-diasidina dihidrocloride, 0.0005% peroxido de hidrogénio em 50
mM de tampao fosfato, pH 6.0) imediatamente antes da leitura da mudanca da
absorbancia em 460 nm, por 5 minutos, em Ieitor de microplaca (Multiscan MS,

Labsystems, EUA). A curva padrao foi construida com os neuiréfilos obtidos de
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cada grupo experimental (controle e capsaicina), sendo que, 2x10° neutrofilos/mi
foi usado para a obtencdo do maior ponto da curva. A guantidade de células
migradas foi calculada comparando-se as absorbancias desconhecidas com a
curva padrdo. Em cada experimento, os ensaios foram sempre realizados em

triplicata.

2.7 Adesao de neutréfilos periféricos in vitro

Placas com 96 pogos foram incubadas com 60 ul de fibronectina humana
(20 pug/mi em PBS) ou soro de rato a 10% em PBS e mantidas por uma noite a
4°C. Os pogos foram lavados duas vezes com PBS antes de serem incubados
com BSA 0.1% (w/v) por 60 minutos a 37°C. A seguir, estes pogos foram lavados
novamente com PBS antes de as placas serem colocadas para secar em estufa.

Aliquotas de 50 ul de neutréfilos foram incubados na presenca do fMLP ou
PMA por 30 minutos a 37°C, 5% CO,. Apés a incubagao, as células nao aderidas
foram removidas e descartadas, e as células aderidas foram lavadas com PBS.
Em outro protocolo experimental, os neutréfilos isolados do sangue foram
incubados com os anticorpos HP2/1 (anti-VLA-4, 20 ug/ml), ICRF44 (anti-Mac-1,
1:12} ou com o monoclonal ndo especifico (igG; controle, 20 ug/mi).

A placa ent@o foi congelada por uma noite e, posteriormente, destinada a
dosagem do conteddo de MPO (BRADLEY et al, 1982), conforme a técnica
descrita no item acima. A aderéncia foi calculada comparando-se as absorbancias

desconhecidas com a curva padrao.
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2.8 Tratamento cronico com o composto 48/80

Os animais foram pré-tratados com o composto 48/80, por via
intraperitoneal, durante 4 dias consecutivos, duas vezes ao dia, da seguinte forma:
0.6 mg/Kg no primeiro dia, 1 mg/Kg no segundo e terceiro dia e 2 mg/Kg no quarto
dia (Di Rosa et al, 1871, modificada). Os animais do grupo controle receberam
pela mesma via, salina 0.8%. No guinto dia, todos os animais, previamente
sensibilizados, foram desafiados com OVA. Apdés 6 h, os animais foram

sacrificados e o LBA realizado, conforme descrito acima.

2.9 Obtencdoc dos macréfagos alveolares

Os animais controle e pré-tratados com capsaicina, ndo sensibilizados ou
sensibilizados com OVA, foram anestesiados com halotano. A cavidade peritoneal
foi exposta e a artéria abdominal transeccionada para exsanguinagdo. A regiao do
pescogo foi reaberta e a traquéia canulada com auxilio de um tubo de polietilenc
(1 mm de didmetro). G LBA foi realizado com 25 mi de salina 0,9% contendo
heparina. A salina foi injetada e cuidadosamente aspirada. O material recolhido foi
centrifugado 4 470 g, por 10 minutos & 20°C e o residuo celular ressuspenso em 2
ml de RPMI. A contagem total das células foi feita em camara de Neubauer e 3
contagem diferencial em laminas preparadas em citocentrifuga e coradas em May-
Griwalds. Através desta técnica obtivemos populagdo homogénea de macréfagos
(> 90%). Os macréfagos (2 x 10° células/mifpor poco) foram transferidos para uma

placa de cultura e mantidos por 2 horas para aderéncia em estufa & 37°C e 5%
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CO2 Apos este periodo, as placas foram lavadas com salina 0.9%, e os
macrofagos incubados com LPS (3 pg/mi) ou OVA (10 ug/ml) por 6 horas. O
sobrenadante foi coletado e armazenado & -70°C para dosagem de nitrito & TNF-

.

2.10 Determinacao da concentracio de nitrito, 4nion superéxido e TNF-o no

sobrenadante de macréfagos alveolares

A concentragéo de nitrito foi determinada através do método de Griess. Nas
amostras de sobrenadante dos macréfagos (100 ul) foi adicionado 100 pl do
reagente de Griess. Aps 15 minutos, foi realizada a leitura das absorbancias (540
nm). O caleulo foi feito comparando-se as absorbancias das amostras
desconhecidas com a curva padrao (nitrito de sédio).

Para determinagdo da concentracéo de anion superdxido, amostras de 2 X
10° células/mi de macroéfagos obtidos de animais previamente sensibilizados, em
Hanks (pH 7.4), foram incubadas na presenca de ferricitocromo ¢ (80 uM) e
estimuladas com PMA (10 nM; ativador de proteina quinase C), zimosan (100
particulas/célula; estimulo particulado de fagocitose) ou OVA (10 ug/ml). Algumas
amostras foram tratadas com superdxido dismutase (120 U/ml), pois esta enzima
inibe a formacao de ferrocitocromo ¢, atuando como controle negativo dos
experimentos. Ap6s 120 minutos a 37°C, as absorbancias (550 nm) foram

registradas e convertidas para nmols de anion superdxido gerados, considerando
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para o ferrocitocromo ¢ um coeficiente de extinggo molar de 29500 M cm™
(CONDINO-NETO et al., 1993).
A concentracdo do TNF-o foi determinada utilizando kit comercial ELISA

(BD Biosciences, Pharmingen, EUA).

2.11 Determinacdo da concentracdo do TNF-q, IL-8, 1L-10, PGE, e LTB, no

lavado broncoalveolar.

Os animais foram sacrificados 6 h apés a injecdo intratraqueal de OVA e as
amostras de LBA (10 mi) foram coletadas em PBS contendo heparina e foi
acrescentado um coquetel de inibidores de proteases contendo AERSF,
aprotinina, leupeptina, bestatina, pepstatin A e E-64. C material foi congelado com
nitrogénio liquido e armazenado em freezer & - 80° C. Para o ensaio, foram
utilizados kits comerciais para dosagens de IL-6, IL-10, PGE, LTB,; (R&D

Systems, EUA) e TNF-o (BD Biosciences , Pharmingen, EUA).

2.12 Determinacdoc da concentracido da substincia P no lavado

broncoalveclar e na medula ossea

Os animais foram sacrificados e as amostras de LBA & de sobrenadante da
medula 0ssea foram coletadas em PBS contendo heparina e foi acrescentado um

cogquetel de inibidores de proteases. O material foi congeladc com nitrogénio
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liguido e armazenado em freezer & - 80° C. Para o ensaio, utilizou-se “kit

comercial” para dosagens de substancia P de rato (R&D Systems, EUA).

2.13 Reagao em cadeia da polimerase - transcrigdo reversa (RT-PCR)

Os animais do grupo controle e capsaicina foram sacrificados e o fémur
removido; em seguida, a medula 6ssea foi suavemente eluida com 2,5 ml de PBS
contendo heparina (20 Ul/mi). O pulmao e o cérebro foram removidos e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -70°C até o
processamento das amostras. A presenca de RNAm para as diferentes isoformas
das CINCs (CINC-1, CINC-2 e CINC-3), iNOS e COX-2 no tecido pulmonar, assim
como de PPT-, receptor NK; e receptor NK, na medula éssea foi avaliada pela

reagao em cadeia da polimerase (PCR), como descrito abaixo.

Extragdo do RNA total

O RNA total foi extraido usando-se o reagente Trizol (5 ml/g de amostra,
GIBCO BRL, EUA). As amostras foram homogeneizadas em Trizol. e apos 5 min,
foi adicionado 1 mi de sclugado de cloroférmio/alcool isoamilico (1:24). Apos
agitagao vigorosa para a extracéo dos lipidios, os tubos foram deixados 10 min em
repousc e centrifugados a 2000 g (45 min a 4°C). A fase aguosa (sobrenadante)
fol separada (600 pf) e o RNA precipitado pela adicdo de 500 ul de isopropanol.

Apods 10 min a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados (13.000 g, 10
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min a 4°C). Os sobrenadantes foram descartados e o pellet de RNA foi lavado
com 500 ul de etanol 75%. Apds centrifugacdo (13000 g, 6 min & 4°C), os

sobrenadantes foram desprezados, e os tubos foram invertidos e apoiados sobre

papel de filtro para eliminar restos de etanol.

Posteriormente, o RNA foi dissolvido com 50 ul de agua tratada com DEPC.
Aliguotas desta solucdo foram diluidas 1:1000, as absorbancias medidas a 260
nm e as concentragbes de RNA total foram calcuiadas considerando-se a relac3o:
1 AU = 40 pg/ml. A integridade do RNA isolado foi verificada através de
eletroforese em gel de agarose (0.8 % em TAE contendo 0.5 pg/ml de brometo de

etidio, GIBCO BRL, EUA) e as bandas reveladas sob luz ultravioleta.

Transcrigdo do cDNA

Vinte e trés pul de H,O (tratada com DEPC), 5 w de oligo dT (GIBCO BRL,
EUA) e 15 nug de RNA (amostra) foram cuidadosamente misturados. A mistura foi
aquecida & 70°C durante 10 min e deixada posteriormente & temperatura ambiente
durante 10 min. Na seguinte ordem foram adicionados 10 ul de tampao de reacao
{6X first strand buffer), 2.5 pl de dNTP (10 mM, Amersham, inglaterra), 5 ul de
DTT (0.1 M) e 1 ul de inibidor de RNAses (RNA guard, Amersham, Inglaterra). A
mistura foi aquecida & 42°C durante 2 min. Posteriormente, adicionou-se 1 ul da
enzima RT (transcriptase reversa — Superscript I, GIBCO BRL, EUA) e novamente

aquecida a 42°C por 1 h.
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As amostras foram aquecidas & 70°C durante 15 min, e & 37°C por 2 min.
Adicionou-se 1 wl de RNAse H (com a finalidade de se eliminar a RNAse do

hibrido) e aqueceu-se & 37°C por 30 min. As amostras foram mantidas a -20°C até

serem submeitidas ao PCR.

PCR

Os primers foram diluidos a uma concentracao de 500 pmoles/u! (solugéo
estoque) em HO Milli-Q autoclavada. As seqiiéncias dos primers utilizados sao

mostradas no quadro a seguir:
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Primer

Seqiléncias (5' - 3"}

CINC-1 TGGAGAAAGAAGATAGATTGC
(298 bp) TTCTTCCCGCTCAACACCTTC
CINC-2 CACTGAAGAGTTACGATGTCA
{309 bp) TGAGGCTCCATAAATGAAAGA
CINC-3 CCTGGAAAGGAAGAACATGGG
(300 bp) ACCTCCCAACTACATAAGTAA
iNOS ACA ACA GGA ACC TAC CAG CTC A
(651 bp) GAT GTT GTA GCG CTG TGT GTC A
COX-2 AGA CAG ATC ATA AGC GAG GAC C
(1158 bp) CAC TTG CAT TGATGG TGG CTG T
PPT-I TTT GCA GAG GAA ATC GG
{130 bp) TGT CTT CCT CAG TTG GTG TC
NK; CAT CAA CCC AGA TCT CTACC
(380 bp) GCT GGA GCT TTC TGT CAT GGA
NK2 CAT CAC TGT GGA CGA GGG G
{491 bp) TGT CTT CCT CAG TTG GTG TC
B-actina TCC TGT GGC ATC CAC GAA ACT
(300 bp) GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT
GAPDH GGT GCT GAG TAT GTC GTG GA

(400 bp)

TICAGC TCT GGG ATGACCTT

70
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A reagao de PCR foi realizada em um volume final de 50 ul que contém 5
de cDNA (amostra), 5 ul de tampao para PCR (10X), 1,5 ul de MgClz (1,5 mM), 1
pl de dNTPs (0.2 mM), 1-5 ul dos primers, 0.5 ul do primer de GAPDH 5'/B-actina
5", 0.5 pl do primer de GAPDH 3'/B-actina 5' (3 uM), g.s.p. 50 ul de H,O para PCR
e 0.5 ul de Taq polimerase (2 U).

Foram 23 ciclos de desnaturagdo (95°C/1 min), anelamento (56°C/2 min) e
extensao (72°C/3min) para os primers da CINC-1 e CINC-2, e 30 ciclos para 0s
primers da CINC-3. Para os primers da COX-2 foram 33 ciclos de desnaturacéo
(95°C/1 min), anelamento (56°C/2 min) e extensio (72°C/1min). Para os primers
da iNOS foram 30 ciclos de desnaturacao (94° C/ 1 min), anelamento (85° C/45 s)
e extensdo (72° C/1.5 min). Foram 35 ciclos de desnaturagdo (95°C/30s min),
anelamento (56°C/30 s) e extensdo (72°C/30 s) para os primers da PPT-I, NK; e

NK,.

Separacgédo dos produtos de PCR

Aliquotas dos produtos da reacdo de PCR (aproximadamente 20 ul),
previamente normalizadas para darem quantidades equivalentes do controle de
GAPDH em todas as amostras, foram submetidas a um gel de agarose 1,5%
contendo 0.5 pg/ml de brometo de etidio. Os géis foram visualizados sob luz UV e
as imagens foram capturadas usando um aparetho Chemilmager (Alpha

Scientific). A intensidade das bandas marcada com brometo de efidic foi
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determinada usando-se um software desse mesmo aparelho especifico para

determinar o nivel da expressao relativa de cada uma das isoformas.

2.14 Anaiise Estatistica

Os dados estao expressos como médias + EPM. As diferencas entre as
medias foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelos festes
pelo teste de Bonferroni ou Student-Neuman-Keuls, de acordo com programa
estatistico INSTAT (Verséo 3.0; EUA). Quando apropriado, realizou-se também o
teste t de Student ndo-pareado. Valores de p<0,05 foram considerados

significantes.
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3. RESULTADOS

3.1 Determinacdo da eficacia do tratamento de ratos neonatos com

capsaicina

Apods 60 dias do tratamento dos neonatos com capsaicina, a maioria dos
animais apresentou lesbes generalizadas na pele, principaimente ao redor da
regiao oral, incluindo focinho e boca, e perda de pélos em certas aéreas do corpo.
Alguns nao apresentaram erupcfes na face, porém, apresentaram ulceragbes no
abddmen.

A eficacia do método utilizado foi avaliada quantificando-se a substancia P
no LBA dos animais aduitos. Observamos que a quantidade de substancia F nos
animais pré-tratados com capsaicina é significativamente menor (p<0,05) do que
aquela encontrada nos animais do grupo controle (2,3 £+ 05 e 93 £ 1,2 pg/m|,

respectivamente, n=6).
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3.2. Populacdo de leucdcitos totais e diferenciais no LBA ap6s desafio

pulmonar com OVA

Os dados dos leucdcitos totais do LBA estdo apresentados na figura 2A.
Nesta figura, representamos um aumento significativo no numero de leucécitos
totais nos animais que foram sensibilizados e desafiados com QVA, tanto no grupo
controle quanto no grupo capsaicina, quando comparados com seus respectivos
grupos nao-sensibilizados. No entanto, este aumento foi significativamente maior
(p<0,05) nos animais do grupo capsaicina em relacéo ao grupo controle. Entre os
grupos de animais nao sensibilizados, nao notamos diferencas significantes.

Na figura 2B podemos observar que o ntmero de neutréfilos no LBA dos
animais sensibilizados e desafiados com OVA aumentou significativamente em
relacdo ao grupo de animais ndo sensibilizados. Porém, uma quantidade
significativamente maior destas células foi encontrada no grupo de animais pré-
tratados com capsaicina. Entre os grupos de animais n&o-sensibilizados, nao
encontramos diferencas significantes.

O ntmerc de células mononucieares no LBA nao foi diferente nos quatros
grupos investigados (Figura 2C).

Em relagéo aos eosindfilos, observamos que a quantidade destas células no
LBA em 6h & muito pequena, como esperado. Porém, notamos um aumento
significativo no grupo capsaicina (sensibilizado/desafiado) quando comparado com

0 controle (Figura 2D).
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Figura 2 — Namero de leucdcitos fofais (A), neutréfilos (B), céluias mononucleares
(C) e eosinofilos (Painel D} no LBA de animais controle (colunas vazias) ou
fratados com capsaicina (colunas cheias), sensibilizados e desafiados com OVA.
O ndmero de leucdcitos foi avaliado 6 horas apds a injecdo intratraqueal de OVA
em animais n&c-sensibilizados (NS) ou sensibilizados (8). Os resultados estio
expressos como média + EPM de 5-6 animais. *P<0,05 quando comparado ao NS;

#P<0,05 comparado com o grupo controle S.
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3.3 Populacao de leucocitos totais e diferenciais na medula éssea apos
desafio com OVA

A figura 3 mostra que o nimero de leucocitos totais, neutrofilos imaturos e
neutrofilos maduros nos animais nao-sensibilizados esta aumentado no grupo de
animais tratados com capsaicina quando comparamos com o seu respectivo grupo
controle. O desafio intratraqueal com OVA n3o alterou o nimero total de
leucdcitos na medula dssea nos animais do grupo controle e do grupo capsaicina,
em relac@o aos respectivos animais nao-sensibilizados. No entanto, houve um
aumento significativo (p<0,05) no ndmero de neutréfilos imaturos nos animais
sensibilizados em relacdo aos respectivos animais nao-sensibilizados. Este
aumento foi semelhante para os grupos controle e capsaicina (Figura 3B).

Nenhuma diferencga significativa foi observada em relacd@o ao numero de

eosindfilos (Figura 4A) e células mononucleares (Figura 4B).
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Figura 3 ~ Numero de leucdcitos fotais (A), neutrdfilos imaturos (B) e neutrofilos
maduros da medula éssea de animais controle (colunas vazias} ou fratados com
capsaicina (colunas cheias). O nimero de leucdcitos foi avaliado 6 horas apés a
injecdo intratragueal de OVA em animais néo-sensibilizados (NS} ou
sensibilizados (S). Os resultados estdo expressos como media + EPM de 5-6
animais. *P<0,05 quando comparado ao NS; #P<0,05 comparado com © grupo

conirole NS.
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Figura 4 — Nomero de ecsindfilos (A) e células mononucleares (B) da medula
ossea de animais controle (colunas vazias) ou tfratados com capsaicina {(colunas
cheias). O nimero de leucécitos foi avaliado 6 horas apos a injecé&o intratraqueal
de OVA em animais ndo-sensibilizados (NS) ou sensibilizados (S). Os resultados

estdo expresses como média + EPM de 5-6 animais.
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3.4 Populacao de leucécitos totais e diferenciais no sangue periférico apos

desafio com OVA

O numero de leucdcitos totais no sangue de ratos sensibilizados diminuiu
significativamente em relagdo aos respectivos animais nao-sensibilizados (Figura
SA). Entretanto, no grupo de ratos pré-tratados com capsaicina, a reducdo foi
significativamente maior do que a do grupo controle.

O ndmero de neutrdfilos reduziu significativamente (p<0,05) no grupo de
animais tratados com capsaicina e desafiados com OVA, quando comparado com
0 seu respectivo grupo nao-sensibilizado ou com o grupo controle sensibilizado
(Figura 5B).

Observamos também diminuicdo significativa no numerc de células
mononucleares no grupo de animais sensibilizados (controle e capsaicina) em
relacado aos animais ndo—sensibilizados; porém, esta redugao € maior no sangue
periférico dos animais tratados com capsaicina (Figura 5C).

O numero de eosindfilos nao foi alterado de modo significativo nos grupos

investigados (Figura 5D).
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Figura § — Numero de leucécitos totais (A), neutrdfilos (B), células mononucleares

(C) e eosinofilos (D) no sangue periférico de animais controle (colunas vazias) ou

tratados com capsaicina (colunas cheias). O nimero de leucécitos foi avaliado 6

heoras apos a injegéo intratraqueal de OVA em animais nao-sensibilizados (NS) ou

sensibilizados (S). Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-8

animais. *P<0,05 quando comparado com o grupo controle S; *P<0,05 comparado

com os respectivos grupos NS.
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3.5 Quimiotaxia de neutrofilos in vitro induzida pelo fMLP, substincia P e

PAF

Procuramos investigar se neutréfilos periféricos isolados de ratos tratados com
capsaicina encontram-se pré-ativados, prbduzéndo resposta maior frente a
diferentes estimulos quimiotaxicos.

Fizemos inicialmente, curvas concentragdo-resposta ao fMLP (1x107-1x10°
M), PAF (1x10%-1x10° M) e substancia P (1,25x10°-5x10° M) em neutrofilos de
ratos naive. A partir destes experimentos, selecionamos as concentracbes de
1x10° M de fMLP, 1x107 M de PAF e 5x10° M de substancia P, por produzirem
respostas quimiotaxicas sub-maximas.

A tabela 1 mostra que a resposta guimiotaxica dos neutrofilos induzidas pelo
fMLP e PAF nao diferiu estatisticamente nos quatros grupoes estudados. De modo
similar, a quimiotaxia induzida pela substéncia P nao diferiu entre os grupos

controle e capsaicina.
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Tabela 1 — Quimiotaxia in vitro induzida pelo fMLP (1 x 10° M), substancia P
(5x10° M) e PAF (1 x 107 M) em neutrofilos sangiineos obtidos de animais

controle ou tratados com capsaicina (CPS), nao-sensibilizados e sensibilizados

com OVA.

L — e e e —————— I
Neutrofilos (x 10 sImi)

Nao-sensibilizado OVA-sensibilizado
Controle CcPS Controle CPS
MEM 42x03 33£0,2 2,8+0,3 25+0,3
FMLP 13,1+ 2,7% 13,9+ 1,07 99+1,2* 11,8+ 1,6"
PAF 18,6+ 1,8* 17,5+ 4,3* 11,3+£1,9* 123+ 41"
Substancia P 17,5+ 12" 18,9+1,1% ND ND

Os neutrdfilos foram incubados com cada agente quimiotatico por 2 h (37 °C, 5%

COz). Cada experimento foi realizado com “pocl” de sangue de 5 ratos e cada
ponto feito em friplicata. Os resuitados estdo expressos como média = EPM (n=5).

*P<0,05, quando comparada a migra¢do espontanea (MEM).
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3.6 Adesao in vifro de neutréfilos induzida pelo fMLP e PMA

inicialmente, estudamos a adesao espontanea dos neutrofilos em placas
recobertas com fibronectina ou soro. Verificamos que a adesao espontanea nao
diferiu de modo significativo entre os grupos controle e capsaicina (Figura 6). O
tratamento dos neutrdfilos com os anticorpos anti-VLA-4 ou anti-Mac-1 inibiu
significativamente (P<0,05) a adesdo espontdnea dessas células a fibronectina ou
soro. Por outro lado, o anticorpo monoclonal nao-especifico (1gG) nao apresentou
efeito significativo sobre a adesao espontanea (Figura 6).

A incubagdo dos neutréfilos com fMLP (1x107 M) ou PMA (1x10° M)
promoveu aumento significativo da ades&o, tanto em placas revestidas com soro
(Figura 7), como em placas revestidas com fibronectina (Figura 8). Entretanto, ndo
observamos diferencas significativas entre os grupos controle e capsaicina.

O aumento da ades@o dos neutréfilos (grupo controle ou capsaicina) ao
sore ou fibronectina, cbservado apds incubagdo destas células com fMLP (1x1 o’
M) foi revertido quando as células foram co-incubadas com os anticorpos anti-
ViLA-4 ou anti-Mac-1 (Figura 7A e 8A).

Resposta similar foi obtida quando utilizamos o PMA (1x10° M) para induzir
a adesdo. Como mostrado no painel B das figuras 7 e 8, a co-incubagdo dos
neutréfilos com os anticorpos anti-Mac-1 ou anti-VLA-4, na presenca do PMA, foi
capaz de reverter 0 aumentc da adesao dessas células ao soro ou fibronectina.

O ftratamento dessas células com o anticorpo controle (anticorpo

monoclonal nao especifico} ndo modificou a adesdo induzida pelo MLP ou pelo
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PMA (Figuras 7 e 8). No conjunto, nenhuma diferenca estatistica foi observada

entre 0s grupos controle e capsaicina.
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Figura 6 - Adesédo esponténea de neutrdfilos sanguineos periféricos em placas
recobertas com soro (A} ou fibronectina (B). Animais controles e pré-tratados com
capsaicina estéo representados pelas colunas vazias e cheias, respectivamente. A
- adesao foi determinada 30 minutos apds a incubagdo com os anticorpos V0LA-4
(20 pg/mb, Mac-1 (1:12) e IgG (20 pg/ml). Cada experimento foi realizado em
triplicata. Os resultados estdo expressos como média + EPM da % de células
aderidas (n=5). *"P<0,05, quando comparada a celulas ndo tratadas com

anticorpos (E).
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Figura 7 - Efeito dos anticorpos anti-VLA-4, anfi-Mac-1 e IgG sobre a adesédo de
neutrofifos induzida pelo fMLP (A) ou PMA (B) em placas recobertas com soro de
rato. Animais controles e tratados com capsaicina estéio representados pelas
colunas vazias e cheias, respectivamente. A ades&o foi determinada 30 minutos
apds a incubagdo com fMLP (1x107 M) ou PMA (1x10® M) na presenca dos
anticorpos anti-VLA-4 (20 ug/ml), anti-Mac-1 (1:12) ou anti-lgG (20 ug/mi). Cada
experimento foi realizado em triplicata. Os resultados estdo exXpressos como
media £ EPM da % de células aderidas (n=5). *P<0,05, quandc comparada a
ades@o espontanea (E): *P<0,05 quando comparado & adesio induzida pelo fMLP
ou PMA.
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Figura 8 - Cfeito dos anticorpos anti-VLA-4, anti-Mac-1 e IgG sobre a adesdo de
neutrdfilos induzida pelo fMLP (A) ou PMA (B) em placas recobertas com
fibronectina. Animais controles e fratados com capsaicina estdo representados
pelas colunas vazias e cheias, respectivamente. A ades3do foi determinada 30
minutos apés a incubagdo com fMLP (1x107 M) ou PMA {1x10® M) na presenca
dos anticorpos anti-VLA-4 (20 ug/ml), anti-Mac-1 (1:12) ou anti-igG (20 ug/mi).
Cada experimento foi realizado em triplicata. Os resultados estao expressos como
media + EPM da % de células aderidas (n=5). *P<0,05, quando comparada a
adesdo espontanea (E): *P<0,05 quando comparado a adeséo induzida peio fMLP
ou PMA.
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3.7 Expressao da COX-2 e iNOS no tecido pulmonar

A expressao do RNAmM para COX-2 e iNOS foi realizada em pulmées de
animais naoc sensibilizados e sensibilizados com OVA, apds 6 h do desafio
intratraqueal com este antigeno. Pulmbes de ratos injetados endovenosamente
com LPS (0,3 mg/kg) foram utilizados como controle positivo.

Os dados, ilustrados na figura 9, mostram que a expressdo do RNAm para
COX-2 e INOS foi detectada nos pulmdes dos animais controle e tratados com
capsaicina. Porém, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre ambos
os grupos. No grupo de ratos tratados com LPS, notamos aumento marcante

(p<0,05) da expressdo de RNAm para COX-2 e INOS, como esperado.
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Figura 9 - Expressédo da iNOS (A) e da COX-2 (B) no pulmdao de animais controle
(colunas vazias) e lfratados com capsaicina (colunas cheias). O pulmaoc foi
coletado 6 h apds a injecdo intratraqueal de OVA em animais ndo-sensibilizados
(NS) ou sensibilizados com OVA (S). O LPS (0,3 mg/kg), utilizado como controle
positivo para INOS ¢ COX-2, foi administrado pela via endovenosa 6 h antes da
refirada do pulmao. Os resultados estdo expressos como meédia £ EPM de 5
animais. *p<0,05 comparado com o0s grupos controle e capsaicina. O painel a
direita mostra o RT-PCR representativo para iNOS (A) e COX-2 (B).
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3.8 Expressao da CINC-1, CINC-2 e CINC-3 no tecido pulmonar

A expressao do RNAm para a CINC-1, CINC-2 e CINC-3 foi detectada nos
puimbes dos animais controle e tratados com capsaicina, nao-sensibilizados e
sensibilizados com OVA (Figura 10).

Para a CINC-1, ndo observamos diferenga significativa entre os grupos
controle e capsaicina, embora exista tendéncia clara de redugcdo no grupo
capsaicina-sensibilizados. Para a CINC-2, encontramos reducao significativa
(P<0,05) na expressac desta quimiocina no tecido pulmonar dos animais tratados
com capsaicina e sensibilizado. Por outro lado, a expressao da CINC-3 no pulmao
dos animais tratados com capsaicina e sensibilizados aumentou significativamente
em relacéo ao grupo controle. Entre os grupos de animais nao-sensibilizados, nao

encontramos diferencas significativas para nenhuma das CINCs.
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Figura 10 - Expressdo da CINC-1 (A), CINC-2 (B} e CINC-3 (C) no puiméc de

animais controle (colunas vazias) ou fratados com capsaicina (colunas cheias). O

pulméao foi coletado 6 h apds a injecdo intratraqueal de OVA em animais ndo-

sensibilizados (NS) ou sensibilizados (S). Os resultados estdo expressos como

média + EPM de 4 animais. "p<0,05 comparado com o grupo NS; *p<0,05

comparado com o controle. O painel & direita ilustra o RT-PCR representativo para
CINC-1{A), CINC-2 (B) e CINC-3 (C).
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3.9 Niveis de TNF.q, IL-6, IL-10, PGE, e LTB; noLBA

Quantificamos as concentragdes de citocinas (TNF-a, 1L-6, IL-10) e de
produtos do metabolismo do acido araquidénico (PGE; e LTB,) no LBA de ratos
controle e pré-tratados com capsaicina, 6 h ap6s a administracéo intratraqueal de
OVA.

Nossos dados revelaram um aumento nos niveis de TNF-a no grupo de
animais sensibilizados e desafiados com OVA em relacdo aos animais néo-
sensibilizados. No entanto, nos animais tratados com capsaicina, observamos
quantidade significativamente maior (P<0,05) desta citocina em relacdo ao grupo
controle (Figura 11A).

Encontramos também aumento significativo nos niveis de IL-6 (Figura 11C)
e de IL-10 (Figura 11D) no LBA no grupo tratado com capsaicina, sensibilizados e
desafiados com OVA, em relagdo aos animais do grupo controle. Ndo houve
diferengas entre os animais ndo-sensibilizados de ambos os grupos.

Aumento significativo nos niveis do LTB, foi também observado no grupo de
animais tratados com capsaicina, sensibilizados e desafiades com OVA, quando
comparamos com ¢ grupo controle (Figura 11B).

Nos grupos controle e capsaicina, respectivamente, ndc encontramos
diferengas significativas nas concentragbes de PGE, no LBA dos animais nao-
sensibilizados (4054 = 1086 e 3975 + 543 ng/LBA) e sensibilizados com

ovalbumina (503,8 = 90.2 e 666 * 177,8 ng/LBA), respectivamente.
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Figura 11 - Concentracéic de TNF-« (A), LTB4 (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) no LBA de
animais centroles (colunas vazias) e tratados com capsaicina (colunas cheias). Os
niveis destas substancias foram determinados em amostras de LBA 6 h apés a
administraggdo intratragueal de OVA, em animais n&o-sensibilizados (NS) e
sensibilizados (S). Os resultados estdo expressos como média + EPM de 6
animais. *p<0,05 comparado com os grupos NS; *p<0,05 comparado com ©

respectivo controle.
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3.10 Macréfagos alveolares isolados de ratos controles e tratados com

capsaicina: Liberacao de anion superdxido, nitrito e TNF-u

A incubagao dos macrdfagos alveolares com PMA (10 nM) ou zimosan (100
particulas/células) aumentou significativamente (P<0,05) a producao de anion
superéxido (O), em ambos os grupos controle e capsaicina (Tabela 2).
Entretanto, ndo houve diferengas significativas entre os grupos.

Avaliamos também a capacidade destas células em produzir nitrito e TNF-q,
Verificamos que a producdo basal, para ambos os mediadores, nédo é diferente
entre os grupos analisados. Quando incubamos estas células com LPS (3 ug/ml,
6h) observamos um aumento significativo na producdo de nitrito e de TNF-g
(Tabela 2). Porém, ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos
controle e capsaicina.

A incubagao dos macrofagos alveolares com OVA (10 pg/ml) ndo elevou os

niveis basais de anion superoxido, nitrito e TNF-o (Tabela 2).
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Tabela 2 — Produg¢&o de anion superdxido (O2), TNF-o e nitrito pelos macréfagos
alveolares obtidos de animais do grupo controle e tratados com capsaicina. Os

macrofagos foram estimuiados in vitro por 2 h com PMA (10 nM), zimosan (100
particuias/célula) ou OVA (10 pg/ml) para a determinacdo da produgdo de Oy
Para determinacdo dos niveis de nitrito e TNF-o, os macréfagos foram

estimulados com LPS (3 pug/ml, 6 h) ou OVA (10 ug/ml, 8 h).

Controle Capsaicina
0, (nmol /10°cels) Basal 0,5+0,2 04+02
PMA 7,0+£1,1% 75+07F
Zimosan 2,1+0,3 3,0x04°
OvVA 1,2+0,3 12+03
TNF-o {ng/mi) Basal 34+03 3,1+086
LPS 44 +0,2* 4.5 +0,3*
OVA 2,9+05 3,2+£08
Nitrito {(uM) Basal 6,610 7,0£18
LPS 21,5+ 1,67 196 £ 06
OVA 47+23 £8x£22

Os resuitados foram expressos como média £+ EPM de € animais. *p<0,05

comparado com 0s niveis basais.
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3.11 Participagaoc dos mastocitos

Os dados ilustrados na figura 12 mostram o efeito do tratameﬁto crénico
dos ratos com 48/80 sobre o numero de leucocitos e os niveis de TNF-o. no LBA
apos desafio intratraqueal com OVA (6 h), eﬁa animais previamente sensibilizados
com este antigeno.

Nossos resultados mostraram que o numero de leucédcitos fotais (Figura
12A) e de neutrofilos (Figura 12B) no LBA dos ratos tratados com capsaicina
encontra-se aumentado em relagéo ao grupo controle, como esperado: entretanto,
0 tratamento com o composto 48/80 preveniu este aumento, igualando-os aos
valores dos animais do grupo controle.

Nao houve diferencas significativas no ntimero de células mononucleares
nos grupos controle e capsaicina, nao-tratados e tratados com o composto 48/80
(Figura 12C).

De modo similar, a concentracao TNF-« no LBA foi maior no grupo tratado
com capsaicina, como anteriormente mostrado. O tratamento crénico destes
animais como 0 composto 48/80 preveniu o aumenio dos niveis de TNF-c,

igualando-o aos valores dos animais do grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito do fratamento com 48/80 no numerc de leucocitos totais (A),
neutréfilos (B), células mononucieares (C) e dos niveis de TNF-« (D) no LBA.
Esses parametros foram avaliados 6 horas apo6s a injecao intratragueal de OVA.
As colunas hachuradas representam animais que receberam o composio 48/80 ao
passo gue as colunas vazias representam os animais fratados com salina (veiculo
do composto 48/80). Os resultados estdo expressos como media = EPM de 5
animais. *p<0,05 comparado com o grupo controle; *p<0,05 comparado com a
salina do grupo capsaicina.

Resultados



99

3.12 Influéncia do pré-tratamento de ratos com capsaicina na hematopoiese,

e na expressao de receptores de taquicininas e PPT.1

3.12.1 Niveis de substancia P na medula dssea

Os niveis de substancia P foram avaliados na medula ¢ssea de animais
controle ou tratados com capsaicina. A Figura 13 mostra uma reducao significativa

nos niveis desta substancia no grupo tratado com capsaicina quando comparado

com o grupo conirole.
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Figura 13 - Concenfracdo da substéncia P na medula Gssea de animais controle e
fratados com capsaicina. Os resultados estéo expressos como média + EPM de 5

animais. *p<0,05 comparado com o grupo controle.

Resultados



101

3.12.2 Populagdo basal de leucécitos totais e diferenciais na medula

Ossea e sangue periférico

A figura 14 representa que o ndmero de leucécitos totais e de neutréfilos
imaturos e maduros na medula 6ssea dé ratos nao-sensibilizados do grupo
capsaicina € significantemente maior que o respectivo grupo controle. Dessa
forma, para investigarmos o papel dos neuropeptideos na neutropoiese, passamos
a empregar apenas animais controles e tratados com capsaicina, sem passarem
pela imunizacado com OVA.

A figura 14 mostra que os animais tratados com capsaicina no periodo
neonatal apresentam, quando adultos, um nUmero significantemente maior
aproximadamente 27%) de leucdcitos totais na medula 6ssea quando comparado
com os animais controle. Em relagdo a contagem diferencial destas células,
observamos um aumento de 174 % das formas imaturas e 42% das formas
maduras do neutrdfilo no grupo capsaicina (p<0,05). Nenhuma diferenca
significante foi vista em relacio aos eosindfilos e células mononucleares (Figura
14).

Em relagdo a contagem total e diferencial no sangue destes animais, nao

observamos diferencas significantes entre ambos os grupos (Figura 15).
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Figura 14 - Efeito do fratamento com capsaicina no nimero de feucéceitos totais,
neutrofilos imaturos, neutréfilos maduros, eosindfilos e células mononucieares na
medula ossea. O grupo controle esté representado pelas colunas vazias e o grupo
capsaicina pelas colunas cheias. Os resultados estdo expressos como média +
EPM de 5-8 animais. *p<0,05 comparado com o grupo controle. NE (neutrdfilos),

£O (eosinofilos), MO (mononucleares).
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Figura 15 - Efeito do tratamento com capsaicina no nimero de leucécitos totais,
neutrofilos, eosindfilos e células mononucleares no sangue periférico. O grupo
controle esta representado pelas colunas vazias e o grupo capsaicina pelas
colunas cheias. Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5-6

animais. NE (neutrofilos), EO (eosindfilos), MO (mononucleares).
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3.12.3 Expressio de RNAm para PPT-l, recepior NK, e receptor NK;

Para a padronizagdo da técnica, investigamos, inicialmente, a expressao de
RNAm para PPT-I, NK; e NK; nos pulmdes e cérebros de animais controle ou
tratados com capsaicina.

Como mostrado na figura 16, no cérebro, ndo encontramos diferencas
significativas na expresséo génica da PPT-! (Painel A) e dos receptores NK, e NK;
(Painel B) dos animais dos grupos controle e capsaicina.

Resultado semelhante foi encontrado nas amostras de pulmao onde a
expressdo do RNAm para a PPT-I no grupo capsaicina ndo € significativamente
diferente do grupo controle (Figura 17A). Em relac@o a expresséo do RNAm para
o receptor NK; no pulmao, nenhuma diferenca foi encontrada. Além disso, ndo
encontramos expressao constitutiva do RNAm para NK¢ no pulmao em nenhum
dos grupos investigados (Figura 17B).

Quando analisamos as amostras provenientes da medula Ossea,
verificamos que ha um aumento significativo da express@o do RNAm para a PPT-
no grupo capsaicina comparado ao grupo controle (Figura 18A). Em relagéo a
expressdo do RNAm para o receptor NK,, nenhuma diferenca foi encontrada.
Porém, a expressao do RNAm para o recepior NK, esta presente apenas nos

animais tratados com capsaicina (Figura 18B).
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Figura 16 - Expressdo da PPT-/ (A) e dos receptores NK; e NK, (B) no cérebro de

animais controle (colunas vazias) ou tratados com capsaicina (colunas cheias). Os

resuitados estao expressos como média + EPM de 4 animais. O painel 3 direita

ilustra 0 RT-PCR representativo para PPT-I (A), NK; (B) e NK; (C).
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Figura 17 - Expressé&o da PPT-1 (A) e dos receptores NK; e NKz (B) no pulméo de
animais controle (colunas vazias) ou tratados com capsaicina {colunas cheias). Os
resultados estdo expressos como média + EPM de 4 animais. O painet & direita
ilustra o RT-PCR representativo para PPT- (A) e NK; (B).
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Figura 18 - Expresséo da PPT-/ (A) e dos receptores NK, e NK, (B} nas células da
medula ossea de animais controle (colunas vazias) ou tratados com capsaicina
(colunas cheifas). Os resultados estdo expressos como média + EPM de 5 animais.
*P<0,05 comparado com grupo controle. O painel 2 direita ilustra o RT-PCR
representativo para PPT-i (A}, NK; (B) e NK; (C).
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4. DISCUSSAOD

Nossos resultados mostraram que o desafio pulmonar com OVA em
animais previamente sensibilizados acarreta maior influxo de neutréfilos para as
vias aéreas em ratos tratados com capsafcina no periodo neonatal, o qual é
acompanhado por aumento na liberacdo de mediadores inflamatérios no LBA
(TNF-ci, IL-8, IL-10 e LTB,) e na expressao de CINC-3 no tecido pulmonar.

Nos grupos controle e capsaicina, o recrutamento de neutréfilos para as
vias aeéreas nos animais desafiados com OQVA, foi acompanhado de queda
significativa do numero destas células no sangue periférico e aumento de suas
formas imaturas na medula 6ssea. A neutropenia no grupo capsaicina foi maior,
provavelmente como conseqiéncia do maior infilirado neutrofilico nas vias aéreas.
Por outro lado, o aumento de formas imaturas de neutrdfilos na medula dssea,
apos o desafio com OVA, foi de magnitude semelhante para 0s grupos controle e
capsaicina, nao esquecendo de mencionar que a populacdo basal destas células
(observada nos animais ndo-sensibilizados & animais naive) € maior no grupo
capsaicina em relag8o ao controle. E sabido que varios estimulos, direta ou
indiretamente, sao capazes de induzir proliferagdo e desenvolvimento dos
progenitores de neutréfilos na medula 6ssea (BABIOR e GOLD, 2001). Embora
néc tenhamos avaliado a produgdo de GM-CSF, pode-se sugerir que o pré-
tratamento com capsaicina acarreta maior producao desta glicoproteina levando a
aumento da neutropoiese.

A degeneragio das fibras sensoriais no periodo neonatal e a reducao

drastica da producéo de neuropeptideos no animal aduito, através do tratamento
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com capsaicina, resultam em uma maior resposta inflamatéria pulmonar e
aumento da reatividade bronquica (LONG et al., 1996, STERNER-KOCK et al,
1996; MEDEIROS et al., 2001; 2003). Eniretanto, os mecanismos envolvidos na
amplificacdo da resposta inflamatéria pulmonar pelo tratamento neonatal com
capsaicina sao poucos compreendidos.

Estd bem estabelecido que neutrdfilos pré-ativados (primed) no sangue
periférico podem amplificar a resposta inflamatéria em diversos tecidos
(CONDLIFFE et al., 1996; 1998; VAN EEDEN et al., 1999). Neste contexto,
avaliamos se 0s neutréfilos circulantes dos ratos tratados com capsaicina no
periodo neonatal encontram-se pré-ativados na circulagdo de modo a explicar o
recrutamento maior destas células nos pulmdes de ratos expostos ao desafio com
OVA,

Primeiramente, investigamos a capacidade de adesac dos neutrdfilos em
placas recobertas com fibronectina ou soro. Nossos dados mostraram que
neutrdfilos estimulados com fMLP ou PMA foram capazes de aderir tanto as
placas revestidas com fibronectina como aguelas revestidas com soro, sendo a
adesdo semelhante em ambas as condicdes. Os ligantes presentes no soroc nos
quais os neutrdfilos aderem nao sdo ainda inteiramente conhecidos, mas alguns
trabalhos sugerem que a fibronectina (glicoproteina encontrada tanto no plasma
como na matriz extracelular) é a principal proteina responsavel por essa adesao
(FRIESER et al., 1896).

A adesfio do neutrdfilo ao endotélio é mediada pelas integrinas da familia §2
presentes nos neutrdfilos (LFA-1 e Mac-1) e pela superfamilia da imunoglobulina

(ICAM-1 e ICAM-2) no endotélio. O passo seguinte, a migragdo transendotelial,
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também envolve a participagdo das integrinas 8, que se ligam & matriz extracelular
(BURNS et al., 2001). Assim, s&o as B, integrinas as principais responsaveis pela
infiltragcdo dos neutréfilos em tecidos como a pele, pulméo e outros
(NOURSHARGH et al., 1989; ISSEKUTZ e ISSEKUTZ, 1992; DOERSCHUK et al.,
1980). No entanto, alguns estudos tém descrito que os neutréfilos podem infiltrar
os pulmbes e a cavidade peritoneal por mecanismos independentes de B.
integrinas (WINN e HARLAN, 1993; [SSEKUTZ e ISSEKUTZ, 1993). De fato,
neutréfilos humanos estimulados com fMLP, PAF e IL-8 podem expressar a f4
integrina (KUBES et al, 1995}, e a adesado destas células & placas recobertas com
fibronectina € dependente tanto de Mac-1, como de VLA-4 (CONRAN et al., 2003).
Além disso, neutrdfilos de rato expressam constitutivamente o VLA-4 (ISSEKUTZ
et al., 1996).

O anticorpo contra Mac-1 foi capaz de inibir tanto a adeséo espontanea dos
neutréfilos, bem como a ades@o induzida pelo fMLP e PMA. Esta inibicao foi
observada tantc nas placas revestidas com soro, como naquelas revestidas com
fibronectina, confirmando a participagao desta integrina no processo de adesao do
neutrofilo. Além disso, nossos dados mostraram que a adesdo dos neutréfilos a
fibronectina (ou ao soro), induzida pelo fMLP ou PMA, foi prevenida pelo anticorpo
conira a4f+ integrina (VLA-4), sugerindo novamente o envolvimento desta integrina
na adesdo do neuirdfiic. A ades3o espontdnea dessas células também foi
reduzida por este anticorpo, parecendo confirmar os dados de literatura sobre a
expressao constitutiva dessa integrina nos neutréfilos do rato (ISSEKUTZ et al.,

1996). Entretanto, ndo nos ¢ claro, porque o anticorpo anti-Mac-1 produz o mesmo
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grau de inibicao da adesio (espontanea e estimulada) que o anticorpo anti-VLA-4.
A possibilidade de um efeito inespecifico € descartada porgue o anticorpo anti-igo
(controle) nao inibiu a adesdo dos neutréfilos em nenhuma das condicdes
experimentais.

No conjunto, € importante ressaltarmos que nao observamos diferencas
significativas entre os neutrdfilos obtidos dos animais tratados com capsaicina e
do grupo controle quanto a capacidade de aderir em placas revestidas com soro
ou fibronectina. Isto parece exciuir a possibilidade que o aumento do influxo de
neutréfilos no pulméo dos ratos fratados com capsaicina seja devido a expressao
aumentada destas moléculas de adesao na parede do neutrdfilo circulante.

A literatura mostra que os neutrdfilos pré-ativados na circulagdo sao mais
eficazes em migrar para os tecidos (CONDLIFFE et al., 1998; 1998: VAN EEDEN
et al., 1999). Dessa forma, investigamos a resposta quimiotaxica dos neutrdfilos
induzida pelo fMLP, PAF e substancia P. Nossos resultados mostraram gque
neutrofilos obtidos de animais pré-tratados com capsaicina sdo capazes de migrar
em resposta a esses agentes na mesma magnitude que 0s neutrdfilos obtidos dos
animais controle.

No conjunto, os ensaios de adesao e de quimiotaxia in vitro mostram gue ©
aumento de resposta inflamatéria pulmonar em animais tratados com capsaicina
n&o esta ligado a alieracdes na mobilizacéo e adeséo dos neutréfilos. isto sugere
gue os neutrdfilos de animais tratados com capsaicina n&o se encontram ativados
{primed) na circulacao sanguinea.

As guimiocinas da familia das CXC esido envolvidas principalmente em

processos inflamatdrios onde o neutrdfilo € o propagador do dano teciduai
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(TESSIER et al, 1997). A quimiocina mais estudada é a 1L-8 sendo o primeiro
estimulo para a migragao de neutrdfilos na maioria das respostas inflamat6rias em
humanos e coelhos (HARADA et al, 1996). Os roedores nao possuem um analogo
da IL-8, mas possuem a ‘“citocina indutora de quimioatracdo de neutréfilos”
(CINCs), que ¢é semelhante as proteinas oncogénicas relacionadas ao
crescimento. As CINC-1, CINC-2 e CINC-3 sao potentes fatores quimiotaxicos
para neutrdfilos in vivo e in vitro, sendo responsaveis pelo influxo destas células
em modelos de inftamacao pulmonar (TAKANO et al., 1999). Estudos in vitro
mostram que macréfagos alveolares, células epiteliais e endoteliais, quando
estimuladas com LPS, IL-1 e TNF-¢, sdo capazes de produzir CINC-1 (ouKC) e a
CINC-3 (ou MIP-2) (LUKASZEWICZ et al., 1996; SHANLEY et al., 1997: O'LEARY
et ai:, 1997). Além disso, a CINC-1 e CINC-2 parecem desempenhar papel
importante na infiltracdo de neutrofilos durante a inflamacéo alérgica em ratos
(NAKAGAWA et al., 1998).

Dessa forma, investigamos se ¢ aumento do influxo de neutréfilos no LBA
dos animais tratados com capsaicina e desafiados com OVA era devido a
expressac aumentada das CINCs no pulméo destes animais. Nossos dados
mostraram que a expresséo da CINC-3 estd significativamente aumentada no
pulméo dos animais tratados com capsaicina no periodo neonatal que foram
desafiados com OVA na fase adulta, sugerindo que esta quimiocina participa
ativamente do influxe neutrofilico pulmonar nos ratos tratados com capsaicina.
Alem disso, uma reducéo significativa da expresszo da CINC-2 foi observada nos
animais tratados com capsaicina. Embora a reducio da expressac desta

quimiccina n8o nos seja clara, pode-se sugerir que o aumento da CINC-3
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“downregula” a CINC-2. Estudo prévio mostrou que a quimiotaxia e a mobilizagac
de calcio induzida pela CINC-2 & blogueada pela incubagdo dos neutrdfilos com
CINC-3; no entanto, a CINC-2 ndo tem a capacidade de afetar a resposta da
CINC-3 (SHIBATA et al.,, 2000).

O TNF-a & capaz de ativar leucocitos, aumentar a aderéncia de neutrofilos
& mondcitos a matriz celular, estimular a proliferacao de fibroblastos e a producéo
de algumas citocinas inflamatérias (THOMMESEN et al., 1998). O TNF-a tem sido
responsabilizado por alguns eventos da inflamagdc pulmonar como
hiperreatividade brénquica e recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares para
as vias aéreas (KIPS et al., 1992; YATES et al, 1993). Nossos resultados
mostraram um aumento significativo nos niveis de TNF-a nos animais desafiados
com QOVA, tanto do grupo controle, como do grupo capsaicina. Porém, um
aumento significativamente maior foi observado no LBA dos ratos do grupo
capsaicina, sugerindo gue esta citocina estd implicada na exacerbag@o da
inflamacao alérgica pulmonar (nimero de neutrofilos aumentado). Esses dados
estdo de acordo com agueles obtidos por LONG et al. (1996), onde a instilagcdo
intratraqueal com LPS em ratos pré-tratados com capsaicina evoca um infiltrado
neutrofilico marcantemente maior do gue em animais confrole, sendo isto
acompanhado por niveis aumentados de TNF-a no LBA.

Os leucotrienos sic liberados por céluias inflamaidrias presenies (ou
recrutadas) nas vias aéreas em resposta a uma variedade de estimulos, incluindo
alérgico. Concentracbes elevadas de LTB; tém sido encontradas em varias

condicBes inflamatérias pulmonares como bronguite crénica, asma e sindrome do
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desconforto respiratério agudo (SDRA) (CROOKS e STOCKLEY, 1998: NICOSIA
et al., 2001). Nossos dados mostraram que a concentracio de LTB, enconira-se
aumentada no LBA animais tratados com capsaicina no periodo neonatal e
desafiados com OVA na fase adulta, confirmando que este mediador tem
importante papel em aumentar a ades&o e quimiotaxia dos neutréfilos no endotélio
durante a inflamacao pulmonar. Além disso, estudo prévio mostrou que, em
modelo de inflamagdo imune em camundongos, o TNF-a induz migracéo de
neutrofilos in vivo por um mecanismo dependente da liberacdo do LTB, (CANETTI
et al, 2001). Isto parece sugerir que 0 aumento dos niveis de LTB; no LBA dos
animais tratados com capsaicina é conseqiéncia da maior producgéo de TNF-«
nestes animais.

Além do TNF-u, tem sido bem documentade que a producéo da IL-6
aumenta durante a inflamagao pulmonar (DENNIS, 1992; CHEN et al, 1993:
CHUNG, 2001; HO et al., 2004). AllL-6 é frequentemente usada como marcador
da ativacdo sistémica de citocinas pro-inflamatérias (BARTON, 1997). Esta
citocina exerce efeitos importantes no sistema imune, incluindo crescimento das
células plasmaticas, diferenciac@io das células B, inducao de proteinas da fase
aguda e inducdo de hematopoiese. No pulmao, niveis elevados de IL-6 estio
correlacionados clinicamente com fibrose pulmonar, pneumonites e asma. No
pulmaoc, as primeiras células que produzem IL-6 em resposta 3 estimulacao direta
com IL-1 e TNF-o s@o os fibroblastos e os macréfagos alveolares (LUKACS e
WARD, 1896). Nossos resultados mostraram que as concentragdes de |L-6 estéo

aumentadas no LBA dos animais tratados com capsaicina e desafiados com OVA,
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sugerindo que esta citocina, juntamente com o TNF-q, tem papel importante na
exacerbacao do influxo neutrofilico observado nestes animais.

As citocinas  antiinflamatérias  sdo uma série de moleculas
imunoreguladoras que controlam as respostas das citocinas inflamatérias. A 1L-10
& a mais importante citocina antiinflamatéria na resposta imune. Essa citocina
inibe a producao do TNF-o, IL-1, IL-6, 1L-8, IL-12 e MIP por mondcitos e
macrofagos (CLARKE et al., 1998). Estudos tém mostrado que a fungao da IL-10
in vivo & a de regular a resposta inflamatéria pulmonar (SHANLEY et al., 1995;
MULLIGAN et al., 1997, GUDMUNDSSON et al., 1998; SHANLEY et al., 2000).
Esses estudos mostraram que esta citocina esta “up-regulada” durante a
inflamacao pulmonar, e que o blogqueio da mesma com anticorpo, aumenta a
producdo de TNF-a e o recrutamentc de neutréfilos, exacerbando os danos
pulmonares (SHANLEY et al, 1996). Nossos resultados mostraram aumento
significativo na concentracéo de 1L-10 no LBA dos ratos tratados com capsaicina e
desafiados com OVA, sugerindo que seja conseqléncia do aumento nos niveis de
TNF-u observado nesses animais.

O oxido nitrico (NO) tem sido descrito como um importante mediador de
doencas alérgicas, € aumento nos niveis de NO no ar exalado tem sido detectado
em pacientes asmaticos ou com rinite alérgica (FISCHER et al., 2002). De fato, ha
evidéncias que a expressao protéica e do RNAmM da iINOS esta aumentada nas
vias aéreas de individuos asmaticos, particularmente em macréfagos e celulas
epiteliais (HAMID et al., 1993; SALEH et al., 1998). Entretanto, nossos resultados

mostraram que a expressao da INOS nao esta alierada em nenhum dos grupos

Discussao



117

investigados, descartando que o NO participa do recrutamento de neutréfilos nos
animais pre-tratados com capsaicina e desafiados com OVA.

Nas respostas inflamatérias causadas por LPS ou citocinas, a COX-2 é
expressa, passando a gerar grandes quantidades de PGE,, que, por sua vez,
medeia varios eventos da fase aguda da resposta inflamatoria como aumento de
fluxo sangliineo e de permeabilidade vascular (DEWITT et al., 1993; NUSING e
BARSING, 1899; MITCHELL e WARNER, 1999). Nossos dados mostraram que a
expressdo do RNAm para COX-2 nao foi alterada nos pulmdes de ratos tratados
com capsaicina e desafiados com OVA, em relagdo ao grupo controle.
Observamos também que a quantidade de PGE, no LBA, 6 h apés o desafio com
OVA, nao se alterou significativamente em todos os grupos investigados. Estes
dados parecem excluir que a PGE;, derivada de uma COX-2, esteja envolvida na
exacerbacao do influxo de neutrdfilos em ratos tratados com capsaicina. DEVLIN
et al. (1996) mostraram que os niveis PGE, aumentam significativamente na
primeira hora ap6s a exposicdo ao ozdnio, diminuindo apds este periodo.
Portanto, € provavel que a concentracao de PGE, aumente somente nas primeiras
horas apos o desafioc com OVA, contribuindo para os eventos vasculares que
favorecem a mobilizacdo de neutréfilos para o local inflamado.

O macrofago € a principal célula diferenciada do sistema fagocitico
mononuclear. Essas células originam-se da meduia éssea a partir do precursor
comum, a linhagem granulocitica (DAVIES, 1994). Apés deixarem a medula, os
mondcitos permanecem na circulag&o sanguinea por 70 horas até migrarem para
diferentes tecidos e cavidades, onde se diferenciam em macrofagos. Estes

permanecem residentes por aiguns meses, sendo considerados células terminais,
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desprovidos de capacidade de proliferacdo (GORDON, 1886). Os macréfagos
residentes podem sofrer estimulagao por agentes inflamatérios e/ou imunologicos
e adquirirem caracteristicas préprias, tanto morfologicas quanto funcionais, tais
como a fagocitose e a capacidade microbicida, além do processamento e
apresentacao de antigenos.

Macrofagos pulmonares, comumente chamados de macrdfagos alveolares,
sdo0 as células mais abundantes do tecido pulmonar, estando presentes nos
alvéolos e nos espacos distais. Estas células representam a primeira linha de
defesa contra agentes infecciosos ou imunolégicos (SCHAUBLE et al., 1993).
Além disso, muitas evidéncias sugerem que estas células participam na produgéo
e manutencao da inflamacgao das vias aéreas em doengas alérgicas como a asma
bronquica (FULEER, 1989).

As citocinas secretadas pelos macréfagos, em resposta aos patdgenos, sao
um grupo de moléculas estruturalmente diversas, e incluem a IL-1, IL-6, IL-12,
TNF-o e IL-8. Uma vez que a concentracao de TNF-q, IL-6 e IL-10 esta elevada
no LBA de animais tratados com capsaicina e desafiados com OVA, pensamos,
iniciaimente, nos macréfagos como as principais células pulmonares implicadas no
aumento da inflamac&o puimonar nestes animais.

Além dos medidores citados acima, os macréfagos alveolares podem liberar
espécies reativas do oxigénio {(ROS) (MOORE et al, 1992). As ROS parecem
desempenhar um papel importante em varias patologias das vias aéreas como
SARA, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e a asma (HENRICKS e

NIJKAMP, 2001). A primeira ROS produzida no sitio inflamatério € o anion
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superoxido (O2%), que & formado a partir da redugdo do oxigénio molecular por
transferéncia de um elétron. Em nosso trabalho, quantificamos a producdo do
anion superoxido em macréfagos alveolares purificados do LBA de animais
tratados com capsaicina e controle, previamente sensibilizados com OVA. Nossos
resultados mostraram que os macréfagos alveolares obtidos dos animais tratados
com capsaicina s&o capazes de gerar quantidades similares de anion superdxido
em comparagao com o grupo controle (produc¢do basal e producéo estimulada).
Isto sugere que o tratamento com capsaicina nao interfere na producao de anion
superdxido por macréfagos alveolares, ou seja, este mecanismo parece néo
contribuir para a exacerbagdo do influxo neutrofilico pulmonar dos ratos pré-
fratados com capsaicina.

Ainda com o objetivo de explorar a participacéo dos macrofagos alveolares
na resposta inflamatéria pulmonar dos animais tratados com capsaicina,
quantificamos os niveis de nitrito e de TNF-u em resposta ao LPS. Nossos dados
mostraram que tanto a quantidade basal quanto a estimulada (LPS) de nitrito e de
TNF-o foi semelhante enire o grupe controle e capsaicina, parecendo excluir gue
0os macrofagos alveolares participam do aumento do influxo de neutrofilos
observado nos animais tratados com capsaicina. Isto corrobora nossos resultados
mostrando que a expresséo da INOS e da COX-2 no pulmao desses animais nao
esta alterada, uma vez que, macréfagos alveolares s@o conhecidos como as
principais céiulas produtoras de NO e metabdlitos do acido araquiddénico em

doengas pulmonares (HAMID et al., 2003).
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Além do macréfago, outra célula pulmonar capaz de liberar citocinas pro-
inflamatérias € o mastdcito. Nas vias aéreas, os mastécitos estlc localizados
proximos aos vasos sanguineos, epitélio, musculo liso brénquico e nervos. Existe
também uma relacdo morfolégica e funcional entre os mastdcitos e as fibras
sensoriais sensiveis a capsaicina na mucosa das vias aéreas (ALVING et al,
1991). Os mastdcitos tém papel importante na resposta inata e imune,
respondendo a antigenos via receptor ligado & IgE. Além de liberar histamina,
serotonina e eicosandides, estas células sintetizam e secretam citocinas (IL-6 e IL-
10) e quimiocinas (IL-8), as quais, acredita-se, contribuem para reag¢bes alérgicas
imediatas e recrutamento de células inflamatdrias (METCALFE et al, 1997;
WILLIANS e GALLIL 2000). Na resposta imune inata, os mastécitos s&o capazes
de liberar TNF-a e este, por sua vez, induz o recrutamento de neutrofilos
(MALAVIYA et al.,, 1996). O TNF-« liberado pelos mastdcitos € derivado de dois
“nools” distintos: o pré-formado (que € responsavel pela grande quantidade de
TNF-c liberado durante os 10 primeiros minutos apés a estimulagéo) € o neo-
sintetizado (que é liberado posteriormente com o objetive de manter os niveis
desta citocina) (OLEJNIK e BRZEZINSKA-BLASZCZYK, 1998). Assim, 08
mastocitos pulmonares podem ser considerados celulas-alvo, envolvidas na
liberacido de mediadores responsaveis pelo influxo de neutrdfilos nos ratos
tratados com capsaicina.

Com o objetivo de investigar se os mastocitos participam do processo
inflamatorio pulmonar observado nos ratos tratados com capsaicina, utilizamos a

estratégia de tratar os animais cronicamente com o composto 48/80. Este
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composto, quando administrado cronicamente, esgota os estogues de histamina e
serotonina nos mastécitos presentes no tecido conjuntivo (DI ROSA et al., 1971).
Além disso, os mastécitos do tecido conectivo e de mucosa sio capazes de liberar
TNF-o in vitro em resposta ao desafio com OVA (TREZENA et al,, 2003) e ao
composto 48/80 (GIBBS et al, 2001). Nossos resuitados mostraram que o
tratamento com o composto 48/80 reduziu o numero de leucécitos totais e de
neutréfilos, assim como de TNF-o no LBA de ratos tratados com capsaicina
(sensibilizados e desafiados com OVA), igualando os valores aocs do grupo
controle.

Em resumo, esses achados sugerem que o tratamento de ratos neonatos
com capsaicina e o esgotamento cronico de neuropeptideos induz “up-regulacdo”
dos mastocitos pulmonares. O desafic com OVA na fase adulta destes ratos
induziria grande liberacdo de TNF-« (e possivelmente IL-8), contribuindo para o
macico infiltrado neutrofilico nas vias aéreas. Duas hipoteses podem ser cogitadas
para explicar estes dados. A primeira diz respeito a deficiéncia crénica de
substancia P nas vias aéreas. E sabido gue a substancia P ativa diretamente uma
proteina G, sensivel a pertussis toxina, em mastécitos, levando a liberacao de
TNF-o através da via das MAP-quinases (AZZOLINA et al., 2003). Desta forma,
podemos sugerir que certos estimulos (por exemplo, alérgenos) rotineiramente
presentes nas vias aéreas, s8o capazes de ativar as fibras C induzindo liberacéo
de substéncia P, que, por sua vez, estimula mastdcitos pulmonares, levando-os a
liberar TNF-c. Conseglientemente, a perda permanente das fibras C (pelo

tratamento dos neonatos com capsaicina) levaria & ‘up-regulacao” dos mastécitos
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pulmonares residentes devido 2 supresséo de estimulagdo pela substancia P. A
segunda possibilidade para explicar nossos resultados diz respeito a deficiéncia
crénica de somatostatina nas vias aéreas. Estudos recentes mostram que este
neuropeptideo, liberado dos terminais sensoriais, & capaz de reduzir a atividade
dos mastocitos e de inibir a inflamagéo cronica (SAAVEDRA e VERGARA, 2003:
HELYES et al., 2004). Assim, o feedback negativo normalmente exercido pela
somatostatina nos mastécitos seria perdido nos animais tratados com capsaicina;
isso tornaria os mastocitos mais susceptiveis & exposigao com alérgenos, como a
OVA. Entretanto, estudos adicionais, quantificando-se as concentracbes de
citocinas (TNF-a, CINCs, e outros), em mastdcitos pulmonares isolados sao
necessarios pra se compreender os mecanismos pelos gquais o esgotamento

cronico de neuropeptideos leva & “up-regulacio” destas células.
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Hematopoiese e neuropeptideos

A inervagdo de odrgdos linfdides primarios (medula oOssea e timo) e
secundarios (bago e intestino) por fibras simpaticas e peptidérgicas formam o
chamado eixo neuroimune hematopoiético (CALVO e FORTEZA-VILA, 1969;
FELTEN et al,, 1991, 1992; WEIHE et al., 1991).

Na medula Ossea, a distribuicdo anatémica precisa dessas fibras nervosas
peptidérgicas ainda ndo estd bem estabelecida. No entanto, estudo de
microscopia eletrénica mostrou uma proximidade dos terminais nervosos com as
células reticulares e fibroblastéides, sugerindo que as terminacdes nervosas estio
em contato direto com o estroma da medula 6ssea (YAMAZAKI et al., 1990).

O controle neural da hematopoiese parece se iniciar muito cedo na vida
fetal. O desenvolvimento temporal da inervagao da medula 6ssea correlaciona-se
com ¢ inicio da atividade hematopoiética no rato em desenvoivimento (CALVO e
FORTEZA-VILA, 1969; MILLER e McCUSKEY, 1973).

Com o objetivo de investigar o pape! dos neuropeptideos na maturacio
celular na medula dssea, guantificamos o nimero total e diferencial de leucdceitos,
os niveis de substancia P, e a expressédo da PPT-1, do receptor NK, e do receptor
NKz na medula ossea de animais controle e tratados no periodo neonatal com
capsaicina.

Nossos resultados mostraram que os niveis de substancia P na medula
Gssea de animais tratados com capsaicina estdo marcantemente reduzidos,
atestando novamente a eficacia do tratamento. Embora na medula dssea a

substancia P possa ser produzida por fontes n&o-neuronais (RAMESKAR e
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GASCON, 1897), nossos resultados indicam que a maior concentragdo deste
neuropepiideo deve estar presente nos terminais das fibras NANC sensiveis a
capsaicina.

Quanto ao conteddo celular na medula dssea, nossos resultados
mostraram gue animais naive tratados com capsaicina no pericdo neonatal
apresentam um numero de leucocitos totais na medula 6ssea significativamente
maior do que animais controle, sendo este aumento relacionado a populacéo de
formas imaturas e maduras de neutrofilos. Isto sugere que os neuropeptideos
modulam a neutropoiese. De fato, sabe-se da existéncia de receptores
taquicininérgicos na medula dssea, presentes tanto em células nao-neuronais
como em fibras imunoreativas para substancia P (RAMESKAR et al,, 1997).

A substancia P e a NKA sao derivadas do gene da PPT-l, que é passivel de
inducdo por citocinas e fatores neurotréficos em células neurais ou n&o-neurais.
Na medula Ossea, as fibras nervosas e o estroma sédo fontes potenciais dos
produtos do gene da PPT-l. A substancia P e a NKA interagem com os trés
receptores, NKi, NK; e NK; embora a substancia P e a NKA se ligam
preferencialmente ao NK; e NK;, respectivamente (RAMESKAR et al, 1887). A
estimulagde do NK, causa um potente aumento da hematopoiese gue pode ser
"down-regulada” pelo NK; (RAMESHWAR e GASCON, 1997).

A substancia P induz a producgao de citocinas (iL-1, IL-2, IL-3, IL-8, TNF-q,
IFN-y & GM-CSF) nas células imunes e hematopoieticas, e nc estroma medular
(RAMESHWAR et al., 1993a, 1993b; RAMESHWAR e GASCON 1994, 1995,

WAGNER et al., 1987; LOTZ et al., 1988), cilocinas estas importantes para
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hemocitopoiese. Estudo in vifro mostrou que a substancia P, em concentracoes
fisiologicas, estimula progenitores da série de granuldcitos-monocitos e dos
eritroblastos (RAMESHWAR et al., 1993). Sitics de ligacdo para substancia P
estdo fambém presentes em células B e T, macrofagos, progenitores
hematopoiéticos e células endoteliais.

Por outro lado, a NKA parece induzir a producdo de citocinas anti-
inflamatérias e hematopoiéticas negativas no estroma medular (RAMESHWAR et
al., 1994). O efeito inibitério exercido pela NKA na CFU-GM esta relacionado 3
indugao de dois fatores de crescimento hematopoiéticos negativos, MIP-10 e TGF-
B (RAMESHWAR e GASCON, 1996).

Portanto, para tentarmos elucidar o papel dos neuropeptideos na
neutropoiese em animais tratados com capsaicina, decidimos verificar a expressao
do precursor da substancia P e da NKA (PPT-1), bem como dos seus respectivos
receptores (NKy e NK;) nas células da medula éssea.

Nossos resuitados mostraram gque na medula 6ssea dos animais tratados
com capsaicina no periodo neonatal ocorre maior expresséo de RNAm para PPT-
[, quando comparado com ¢ grupo controle, sugerindo que possa estar ocorrendo
um maior produgdo das taquicininas (substancia P e NKA). Com o propdsito de
investigar qual o receptor taquicininérgico & responsével pelo aumento da
neutropoiese, determinamos a expressao do RNAm para os receptores NK; e NK;
Nao encontramos diferencas na expressao do RNAm do receptor NK,. Porém, a
expressac genica do receptor NK¢ esta presente apenas nas células dos animais

tratados com capsaicina. Esses resultados sugerem que a ativacao deste receptor
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possa entao ser o responsavel pelo aumento no nimero de neutréfilos imaturos na
medula dssea desses animais.

A deplecao do conteudo de neuropeptideos tem sido relacionada com a
perda da funcao imune (NILSSON et al., 1991). Na medula ¢ssea, as terminacdes
nervosas nas células estromais perivasculares parecem estar implicadas no
controle da produgcdo de celulas sangliineas e da liberacdo destas para a
circulacdo sanglinea periférica, como também na retengdo de células
progenitoras na medula 6ssea (AFAN et al., 1997). Trabalho recente mostrou que
o0s neuropeptideos presentes na medula 6ssea sdo vitais para a hematopoiese
dos leucdcitos. Neste estudo, o iratamento de camundongos adultos com
capsaicina aumentou numero de leucdcitos na medula 0ssea 6h apos tratamento.
No entanto, a quantidade de neutréfilos esta reduzida nas colénias obtidas dos
animais tratados com capsacina, sugerindo que auséncia do neuropeptideo e
capaz de reter os leucécitos na medula 6ssea e impedir a diferenciagao celular
principaimente dos neutrofilos (BROOME e MIYAN, 2000). Neste trabalho a
capsaicina foi administrada no camundongo adulto, € ndo no ratc neonato como &
o nosso modelo. O tratamento do animal adulic apenas depleta o conteudo de
neuropeptidess, enguanto o tratamento necnatal, além de depletar, degenera a
fibra; isso poderia explicar a discrepancia entre nossos resuliados e 0s dos grupos
citados acima.

Em conclusao, nossos dados sugerem que 0s neuropeptideos modulam
a neutropoiese, e que o recepior NK; poderia ser ¢ responsavel pelo aumento da
formas imaturas da linhagem neutrofilica observada nos animais fratados com

capsaicina.
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5. Conclusodes

1. O desafio intrapulmonar com OVA em ratos promove aumento do
influxc de neutrdfilos nas vias aéreas, sendo este aumento maior em

animais pré-tratados com capsaicina em relacéo aos animais controle;

2. A resposta quimiotatica e de adesdo in vitro de neutrdfilos
circulantes ativados ndoc e diferente entre os grupos controle e

capsaicina;

3. O aumenio do influxo de neutrdfilos nos ratos tratados com
capsaicina € acompanhado por aumento nos niveis de TNF-o., IL-6, IL-10
e LTBs no LBA e da expressdo da CINC-3 no tecido pulmonar. Ndo
cobservou alteragbes na expressdo de INOS e COX-2 em ambos os

grupos experimentais;

4. Os macréofagos alveolares obtidos de animais controle e
capsaicina sdo capazes de gerar a mesma quantidade de &nion

superéxido, nitrito e TNF-o em resposta a estimulos apropriados;
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5. O tratamento crénico dos ratos com o composto 48/80 previne o
aumento do influxo neutrofilico no grupo de animais tratados com
capsaicina (desafiados com OVA) e restaura os niveis de TNF-a aos

valores encontrados no grupo controle;

6. O tratamento neonatal com capsaicina aumenta significativamente
0 contetdo de neutrdfilos imaturos e maduros na medula éssea, sendo
este aumento acompanhado por elevagdo da expressao de PPT-l e do

receptor NK1;

7. A destruicdo do terminal nervoso sensorial pela capsaicina no
periodo neonatal do rato e o consegilente esgotamento de
neuropeptidecs induz “up-regulacao” de mastécitos pulmonares, levando-
os a liberar quantidades exageradas de citocinas e do LTB: em resposta

a exposicao ao antigeno;

8. Neuropepetideos liberados de fibras C sensiveis & capsaicina
modulam a neutropoiese, provavelmente através da interagdo com o

receptor NKj.
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