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RESUMO

Este trabalho descreve os efeitos do IFN-y sobre a atividade migratéria
de neutrdfilos e mondcitos para a cavidade peritoneal de camundongos; descreve
também a relac@o espécie-especifica entre os |IFNs-y recombinantes humano e
murino, in vitro, bem como seu efeito modulador sobre a atividade quimiotatica
para neutréfilos induzida por LPS, in vivo, e sobre a liberagio de fatores
quimiotaticos para essas células, por macrofagos peritoneais estimulados, in vitro,
pela endotoxina.

Tanto o mmulFN-y (150-1350 Ul/animal) gquanto o rhulFN-y (150
Ul/animal) ndo foram capazes de induzir migrag&o de neutrdfilos ou de monécitos
para a cavidade de camundongos, avaliada 12 e 96 horas apds a injegao dos
estimulos e comparadas ao controle LPS (200 ng/animal) e tioglicolato 3% (1,5
mifanimal), respectivamente. Observou-se também, gue em rates, nenhum dos
AIFN-y (humano ou murino) foi capaz de induzir migragdo de neutrdfilos ou.
monécitos para a cavidade peritoneal desses animais.

Os macrofagos peritoneais murinos, in vitro, quando estimulados
simultaneamente com rmulFN-y e LPS liberaram em tomo de 30 xM de NOo~ e
esta liberagdo foi quase totaimente inibida com nitroarginina (NARG, 500 xM). Por
outro lado, a estimulago desses macrofagos com rhulFN-y e LPS n&o causou
liberacao significativa de NO, mesmo em doses de ate 500 ui/ml.

A estimulagdo de céiulas mononucleares humanas com rhulFN-y (20-
500 Ui/mi) causou uma liberacdo dose-dependente de anions superdxido,
entretanto tal efeito ndo foi observado quando a célula estudada foi o neutrdfito. O
rhulFN-y potenciou a liberagdo desses anions tanto em células mononucleares
como em neutréfilos estimulados por PMA (3 nM), porém, quando o estimulo foi o
zimosam, o efeito da potenciaco ndo foi observado.

Quando os estudos foram realizados utilizando-se rmuiFN-y, esta
citocina por si 86, ndo causou liberagéo de anions superdxido e ndo foi capaz de
potenciar a liberago induzida por PMA ou zimosam, nos dois tipos celulares
analisados.

Macréfagos em cultura foram capazes de liberar no sobrenadante,
ap6s estimulagdo com LPS (5 gg/ml), um fator que induziu migragéo de neutréfilos
para a cavidade peritoneal de camundongos. A injegdo do sobrenadante de
macréfagos estimulados por rmulFN-y e LPS causou uma migragéo de neutrdfilos



para a cavidade peritoneal de camundongos cerca de 50% menor do que a
induzida pelo sobrenadante obtido de macrofagos apenas estimulados com LPS.

A dosagem de TNF-o no sobrenadante de cultura de macréfagos
murinos estimulados com LPS (5 pg/mi) ou rmulFN-y (20 Ui/ml), apresentaram
valores semelhantes: 3,67 e 3,61 ng TNF/ml, respectivamente. O nivel de TNF-a
presente no sobrenadante de cultura de macrofagos estimulados com LPS e
rmulFN-+ foi cerca de 3,5 vezes maior (12 ng TNF/mi).

A administracao simultanea de rmulFN-y (150 Ul/animal) foi capaz de,
dependendo da dose de LPS ou TNF-« utilizada, potenciar (1 ng de LPS ou 0,5
ng de TNF-afanimal} ou inibir (10,100 ng de LPS ou 100 ng de TNF-o/animal) a
migragao de neutrdfilos induzida por esses estimulos, para a cavidade peritoneal
de camundongos.

Estes resultados mostram gue IFN-y n&o € quimiotatico para neutrdfilos
ou mondcitos e seus efeitos sdo espécie-especificos. O IFN-y possue uma
importante fungado moduladora sobre as atividades citotdxica e liberadora de
citocinas e/ou fatores quimiotaticos por macréfagos e n&o deve estar participando
das etapas iniciais do processo inflamatdrio e sim na manutencio do mesmo.



l. INTRODUGAO
1. Fendmenos vasculares da reagao inflamatoria

Inflamacg&o é a resposta do organismo, ou mais especificamente, dos
tecidos vascularizados, aos estimulos lesivos, cuja caracteristica fundamental é
manifestar-se de maneira estereotipada, isto &, a resposta obedece a um padrao
semelhante, independente da natureza do estimulo. Apesar disso, podem ocorrer
pequenas variagbes dependendo do agente lesivo, das caracteristicas do tecido
ou do orgéo afetado e da coexisténcia de estados patoldgicos (ROCHA & SILVA,
[978; SEDGWICK & WILLOUGHBY, 1985).

Apds o desencadeamento da reagdo, observa-se uma primeira fase,
denominada de fase aguda. A seguir, a reagso pode cronificar-se, dependendo do
estimulo ser ou ndo persistente, ou, entdo, ocorrer a resolugdo do processo
devido a eliminagio dos agentes causadores (SEDGWICK & WILLOUGHBY,
1985). _

Durante o desenvolvimento da fase aguda ocorrem fendmenos
vasculares e celulares que levam ao surgimento dos 4 sinais cardinais da
inflamagdo, calor, rubor, tumor e dor, descritos por Comelius Celsus, no inicio da
era cristd. A perda de fung¢io do tecido, ou orgéo lesado, foi introduzida, como o
quinto sinal cardeal, posteriormente por Virchow (vide ROCHA & SILVA, 1978;
SEDGWICK & WILLOUGBY, 1985).

A resposta inflamatéria esta intimamente ligada ao processo de reparo.
Na inflamagao ocorre destruic8o ou isolamento do agente lesivo e na reparagéo,
tanto quanto possivel, hd o restabelecimento da normalidade. Neste processo
ocarre substituicdo do tecido lesado por células da mesma linhagem daquelas
injuriadas ou por células do tecido conjuntivo (tecido cicatricial), ou ainda, uma
combinagdo destes fendémenos. No entanto, a substituicdo do tecido original pelo
cicatricial pode comprometer a fungio do orgéo, e, dependendo da extenséo da
substituicdo, pode inclusive ocasionar a perda de sua fungio (GLYNN, 1978).

O aumento do fluxo sanguineo na area lesada, devido & dilatagdo e
engurgitamento dos capilares e arteriolas, bem como o recrutamento de uma nova
parcela desses vasos, que normalmente estdo hipofuncionantes, causam
aumento de fluxo sanglineo (eritema ou rubor), com elevagéo da temperatura

local {calor).
A vasodilatacdo se deve a agdo de mediadores, preferencialmente, a
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nivel arteriolar. Entre estes mediadores citam-se, entre outros, a bradicinina, a
histamina, as prostaglandinas da série E (PGE) e a prostaciclina (PGlo), sendo
estes metabdlitos do acido araquidénico os principais mediadores responsaveis
por este fendmeno (HURLEY, 197s: WILLIAMS, 1984). O aumento de
permeabilidade a nivel venular ocasiona o extravasamento de proteinas para o
tecido, o qual, somado ao aumento da pressac de filtracdo, devido 3
vasodilatagdo, leva a formagdo de edema (tumor). O aumento de permeabilidade
se deve @ agdo de mediadores inflamatorios sobre as células endoteliais
venulares, induzindo contragbes das mesmas, com surgimento de solugcdo de
continuidade entre elas. Isto permite a passagem para o intersticio de substancias
de alto peso molecular (por exemplo, proteinas), as quais ndo s3o filtradas em
condigbes fisiologicas. Atuaimente, a lista de mediadores que s&o liberados na
reagdo inflamatdria e que induzem aumento de permeabilidade é muito extensa
(WILLIAMS, 1884; MAJNO, 1985). Entre estes mediadores citam-se: cininas,
histamina, serotonina, leucotrienos, PAF-aceter (fator ativador de plaquetas), C5a
(quinto componente do sistema complemento ativado) e substancias liberadas
locaimente das terminagdes nervosas (taquicininas e o peptideo relacionado ao
gene que libera calcitonina, CGRP; WILLIAMS, 1984; HUA, 1 986). O exsudato
formado contém grande quantidade de mediadores de origem plasmética, como a
bradicinina, fatores de coagulagdo e componentes do complemento, o que
amplifica 0 processo. Além disso, formam-se fatores que opsonisam os agentes
injuriantes e fatores que induzem migragdo das células de defesa. A rede de
fibrina que se forma no local inflamado impede a disseminagdo dos agentes
lesives (bactérias principaimente) e serve de suporte para a migracao celular
(WILLIAMS, 1984).

Durante a reag&o inflamatéria, além dos fendmenos locais, ocorrem
também varias alteracdes sistémicas conhecidas como alteragSes da fase aguda
da reacdo inflamatdria. Dentre estas, duas respostas fisioldgicas em particular
tem sido associadas a esta fase. A primeira envolve a alteragdo no centro
hipotaldmico regulador da temperatura corporal gerando uma resposta febril
(DINARELLO ef afi 1988, DINARELLO ef afii, 1991). A segunda envoive
alteragcdes no metabolismo e regulacédo génica no figado. O figado é o alvo
principal dos mediadores inflamatérios & nivel sistémico, pois suas células
respondem a muitos fatores que sZo liberados na fase aguda, através de
receptores de superficie. Esta resposta & caracterizada por mudangas no
transporte de ions e metabdlitos, nas atividades de varias vias metabdlicas e na



sintese/liberacdo de proteinas plasméticas de fase aguda. O aumento da
concentracdo sérica destas proteinas deve-se a uma maior atividade de sintese
hepatica. Além disso, o figado supre a necessidade de componentes para a
defesa imediata no sitio da reagéo inflamatoria, bem como limita a les3o tecidual,
eliminando agentes prejudiciais e estimulando o tecido de reposicéo.

Dentre as citocinas liberadas no sitio inflamatério, trés delas (IL-1,
TNF, e IL-6) estdo envolvidas na regulagéo da resposta febril, possivelmente
como um mecanismo de prote¢do. Estas citocinas medeiam a febre através da
indugéo da sintese de prostaglandinas da série Ep (DINARELLO ef afi, 1988;
DINARELLO ef afii, 1991). Ao mesmo tempo, a IL-1 e IL-6 podem agir diretamente
induzindo a liberag@o de ACTH , com subsequente producdo de cortisol, Isto
promove um ‘feedback" negativo, uma vez que os corticosterdides inibem a
express&o génica das citocinas (BAUMANN & GAULDIE, 1994).

O grupo de mediadores que alteram a express&o génica de proteinas
de fase aguda, em hepatdeitos, pertencem a 4 grandes categorias: 1) tipo IL-1 (IL-
1a, IL-18, TNF-a & TNF-8); 2) tipo IL-6 {IL-6; oncostatina M); 3) glicocorticoides;
4) fatores de crescimento (insulina, fator de crescimento de hepatdcitos, TGF-g).
As cifocinas agem como primeiros estimuladores da express&o génica das
proteinas de fase aguda, enquanto os glicocorticGides e fatores de crescimento
atuam como moduladores das agbes das citocinas (para revisSo: BAUMANN &
GAULDIE, 1994).

A dor gue também se apresenta durante o processo inflamatdrio deve-
se a estimulagdo dos nociceptores por mediadores quimicos, tais como,
bradicinina e histamina. Normalmente, esses mediadores nas concentrages em
que séo liberados no foco, somente despolarizam estes receptores quando seus
limiares de excitabilidade encontram-se diminuidos. Esta redugdo do limiar de
excitagdo denominada hiperaigesia & ocasionada por derivados do &cido
araquidénico ( PGEp, PGly, PGD2) e por aminas simpatomiméticas
(principaimente, dopamina). Drogas que bloqueiam a liberagéo e/ou agbes destes
mediadores inibem a dor inflamatéria (FERREIRA, 1985; LORENZETTI &
FERREIRA, 1985; NAKAMURA & FERREIRA, 1887).



2. Fenémenos celulares da reagdo inflamatoria

Nos estagios iniciais da maioria dos processos inflamatdrios, a célula
leucocitaria predominante no foco € o neutrdfilo. Com o passar do tempo surgem,
progressivamente, outros tipos celulares. Atualmente, acredita-se que o retardo
no aparecimento dos macrofagos se deve ao fato dos mondcitos nescessitarem
de um tempo maior para migrarem do que os neutréfilos (ISSEKUTZ & LOPES,
1993).

A resposta mais precoce dos neutréfilos circulantes, na vigéncia de um
processo inflamatdrio localizado, € a sua adeséo a parede do endotélio venular.
Varios mediadores inflamatérios, entre os quais, a interleucina-1 (IL-1), fator de
necrose tumoral (TNF), leucotrieno By, (LTB4) fator de ativagao plaquetaria (PAF-
aceter) e C5a aumentam a adesividade entre os neutrdfilos e as células
endoteliais dos vasos.

Uma vez aderidos, os neutrdfilos migram através da parede das
vénulas (diapedese) e se dirigem ac foco de les@o. A liberagéc de substéncias
quimiotaticas é fundamental para que o processo ocorra (HARKNESS, 1881).

A participagéo de fragmentos do sistema complemento estimulando a
migragdo de neutrdfilos para o foco inflamatdrio € bem conhecida. Existem
extensas revisdes demonstrando que na vigéncia de certas reagdes inflamatérias
ocorre ativagdo do sistema complemento, com liberagao do fragmento C5a que e
quimiotatico para neutrdfilos (WILKINSON, 1984; MACMILLAN & FOSTER, 1988,
YANCEY, 1988).

Leucotrienc B4 (LTBy4) é um derivado do &cido araquiddnico formado
por agdo da enzima lipooxigenase, e apresenta também potente atividade
quimiotatica para neutrdfilos. Alem desta, outras substéncias s&o descritas como
quimictaticas para estas células, entre as quais, o PAF-acéter, a calicreina,
fibrino-peptideos, fragmentos da parede de bactéria, peptideos sinteticos (FMLP),
citocinas (IL-1 e TNF; ALTMAN, 1978; SMITH ef affi, 1980; WILKINSON, 1984;
FANTONE, 1985; BEUTLER & CERAMI, 1887). Estes dados demonstram
claramente que a migragdo de neutrdfilos & multimediada, ou seja, varios
mediadores liberados no foco inflamatdrio sdo quimioatraentes para estas células.

Tem sido descritc na literatura que o acumuio de neutrdfiios em
exsudatos inflamatérios, induzidos por lipopolissacarideos bacterianos (LPS),
depende da ativagBio do sistema compiementn, levando ao surgimento de



fragmentos quimiotaticos (FRANK & FRIES, 1991). Por outro lado, RUSSO (1980)
descreveu gue esta migragio independia de fragmentos do sistema complemento
e sugeriu que este fendmeno era controlado por células peritoneais residentes.
Esses fendmenos (vasculares e celulares) da reacao inflamatoria envolvem um
namero consideravel de citocinas, entre elas, TNF-a, IL-1, IL-8, IFN-vy, etc.
(AKIRA ef afii, 1990; SHERRY & CERAMI, 1991; DINARELLO, 1993), tendo os
macréfagos como a principal fonte de liberagdo das mesmas.

3. Ativagao de macréfagos

Estudos prévios mostraram que em resposta aos estimulos
inflamatérios, os mondcitos migram do sangue para o tecido, onde proiiferam.
Estes mondcitos/macrdfagos s&o mais responsivos a varios estimulos, quando
comparados com macréfagos teciduais residentes. Além disso, sob influéncia de
alguns sinais, podem desenvolver uma variedade de fungbes, resuitando em um
estado funcional denominado "ativado” (WHING & ADAMS, 1989).

A ativagdo de macrofagos compreende uma série de etapas
envolvendo a transicdo do estado normal para o estado ativado, culminando no
fato de tornarem-se competentes para causar lise/destruicdo de células tumorais
e de alguns agentes patogénicos. Durante esse processo de ativagao, 0s
macrofagos produzem uma série de moléculas biologicamente ativas, como ©
énion superéxido, HoOo, TNF, IL-1, oxido nitrico (NO), que possuem um papel
consideravel nas fungdes citotGxicas dos macréfagos ativados (STUEHR &
MARLETTA, 19887; BILLIAU & VANDEKERCKHOVE, 1990, ASSREUY et ali,
1994).

Os macréfagos exibem diferentes niveis de ativagdo e portanto diferem
em sua capacidade funcional. Assim, méacrofagos residentes de animais normais
sdo geralmente considerados inativados, tornando-se elicitados apos exposicao
ao IFN—+ e completamente ativados para fungbes tumoricidas, apds subsequente
exposicéo ao LPS (HAMILTON & ADAMS, 1987).

PACE ef alii (1983) mostraram que |FN—y murino recombinante possui
a capacidade de induzir o primeirc passo de ativagio para destruicio de células
tumorais.

Ha dados na literatura mostrando que a ativagéo policlonal de linfécitos
humanos T e B, por mitégenos ou antigenos, resultam em liberagao de citocinas



que estimulam a capacidade de macréfagos humanos em destruir
microorganismos e células tumorais e também desencadeiam as vias bioguimicas
que estdo envolvidas nesse processo, por exemplo, o "burst” respiratorio
(FERRANTE et afii, 1987). Alguns estudos conduzem a idéia de que a citocina
envolvida nessa ativagio seria 0 IFN—~.

Além do pape! regulador sobre os mecanismos de citotoxicidade, tem
sido descrito que o IFN—y pode aumentar a liberagdo de IL-1 e TNF-o por
macrifagos estimulados com LPS (COLLART et aff, 1986). Por outro lado, o
IFN - isoladamente nao foi capaz de induzir macrofagos a secretarem TNF e iL.-
1, e estas células por ele estimuladas, apresentaram baixa toxicidade para células
tumorais. No entanto, essas atividades foram acentuadas quando os macréfagos
foram primeiramente expostos ao IFN—y, e subsequentemente a IL-1, TNF ou
LPS (SODHI ef afii, 1992; HEREMANS ef alii, 1990).

Estudos prévios mostraram que macréfages murinos quando
estimulados com IFN—« e LPS sintetizam NO (MONCADA ef afii, 1991; OHSHIMA
ef alii, 1991). Este processo é catalisado pela enzima NO sintase, que é induzida
em macréfagos por vérios estimulos, inciuindo IFN—v e LPS (LORSBACH &
RUSSEL, 1992). A indug&o para a sintese desta enzima & inibida por corticoides
(PALMER et afii, 1992).

4.Interferon—gama ({IFN—1)

Em 1957, ISAACS e LINDENMANN descobriram uma proteina que
conferia resisténcia a algumas células contra uma variedade de virus. Além de
sua atividade antiviral, essa proteina era capaz de inibir o crescimento celular e
influenciar muitas atividades das células pertencentes ao sistema imune. Devido a
interferéncia nessas atividades, essa proteina foi denominada interferon. Entre os
interferons produzidos estdo: iFN-a, IFN-R e o IFN—y (para revis@o vide
IJZERMANS & MARQUET, 1989.)

Baseado na sua origem genética, produgéo e efeitos pleiotropicos, o
IFN -+ pdde ser diferenciado dos outros IFNs.

IFN « e B sio estruturaimente reiacionados e seus genes est&o
jocalizados no cromossomo 8, no homerm, indicando uma origem genética comum
(WEISSMANN & WEBER, 1986,STEWART ef ali, 1980). O IFN—y &
estruturaimente diferente dos IFN—a e B, sendo que seu codigo genstico esta



localizado, no homem, no cromossomo 12.

Ha evidéncias de um Unico gene para IFN—+, sendo que este codifica
uma proteina que possui uma sequéncia de 146 aminoacidos no homem, 137 no
rato e 136 no camundongo. No homem, o IFN -~ possui um peso molecular de
17.147 daltons (GRAY & GOEDDEL, 1982; EPSTEIN, 1982).

A molécula de IFN—«, nas trés espécies, contém dois sitios potenciais
de glicosilagio e dependendo do grupo carboidrato ligado a esses sitios, 0 {FN—~
pode ser secretado como uma glicoproteina com diferentes pesos moleculares
(YIP et alii, 1982).

Também pode-se diferenciar o IFN—~ dos outros interferons por suas
propriedades fisico-quimicas, tais como: diferengas de peso moiecular,
sensibilidade ao pH, estabilidade térmica.

O IFN—-+ é produzido por células T ativadas e provavelmente por
células NK ("natural killer"). Sua produgdo pode ser induzida por muitas e
diferentes substancias, por exemplo: mitdégenos, antigenos, moléculas alogénicas
codificadas pela regifo do complexo MHC e anticorpos dirigidos contra antigenos
de superficie de linfocitos (STREET & MOSMANN, 1981). As diferentes
subpopulagdes de células T, fenotipicamente definidas como células "T-helper” e
células supressoras/citotéxicas, podem produzir IFN—v, dependendo do tipo do
estimulo (CHANG et alii, 1982; MORRIS, ef alii, 1982).

A producio de IFN—+ também pode ser mediada por outras citocinas
liberadas por células do sistema imune: IL-2, principalmente secretada por celuias
"T-helper” e IL-1, secretada por células apresentadoras de antigenos, podem
aumentar a liberagdo de IFN —-y direta ou indiretamente. A IL-1 induz a express&o
de receptores para IL-2 (IL-2R) nas células T, que reconhecem o antigeno
apresentado. Em sequéncia, a iIL-2 promove a proliferacéo de células IL-2R(+) e
entdo ocorre 0 aumento da secrecdo de IFN—vy (FARRAR ef afi, 1982).

A producdo de IFN—y induzida por IL-2 envolve mecanismos
intracelulares independentes daqueles ativados para proliferagéo celular. Embora
a IL-2 esteja envolvida na produgdo do IFN—+, ela ndo € um requisito basico
(BENJAMIN ef afii, 1982).

A indugdo do RNAm para IFN—v por alguns estimulos € muito rapida,
com niveis citoplasmaticos sendo detectados 30-60 minutos apds adigéo do
agente indutor (estimulo). O pico citoplasmatico de RNAm ocorre geralmente
entre 6 e 18 horas apds a indugdo, decaindo apds 24 horas { YOUNG & HARDY,
1990).
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A produgéo basal "in vivo" de IFN—+ é extremamente baixa, sendo que
RNAm para esta citocina quase ndo € detectavel. Com métodos sensiveis, células
produzindo IFN—+ podem ser detectadas no sangue e tecidos de individuos e
animais normais. Estas pequenas quantidades de IFN—+, se reais, podem estar
associadas a um numero basal de macréfagos ativados, em estado de alerta,
para produzirem citocinas e outros mediadores, devido a um primeiro contato com
endotoxina ou outro produto bacteriano (MARTINEZ et alii, 1984).

O IFN—vy exerce sua agZo, ou melhor, seus efeitos bioldgicos através
de um receptor de membrana diferente daqueles usados pelos outros interferons.
A ligacao do IFN— ac seu receptor € caracterizada pela sua alta especificidade
e afinidade entre ambos. Esta claro que apenas a presenga de receptores de alta
afinidade, ndo é suficiente para tornar a céluia sensivel ao IFN -+, pois céliulas de
camundongos transfectados com gene para receptor responderam a ligacdo,
porém néo foram capazes de desencadear uma resposta (excitagéo-transdugéo
de sinal; para revisdo: BILLIAU & DIJKMANS, 19S0).

Foram identificados duas formas moleculares de receptores para IFN—
~ humano, e essas diferem no peso molecular, estabilidade em meio acido e
regulacgo na expressfo do receptor. E sugerido que essa variabilidade de
receptor possa estar contribuindo para as diferentes atividades do IFN—+ sobre
diferentes tipos celulares (FISCHER et alffi, 1988).

A ligacdc receptor-IFN—v inicia uma série de meodificagbes
metabdlicas, levando & expressac de multiplos genes, novas sinteses de RNA e
polipeptidecs. O IFN—+y também pode regular, negativamente, a sintese de
algumas proteinas, sugerindo um efeito sobre a expressdo de oncogenes,
podendo ser uma via importante pela qual o IFN exerca a atividade antitumoral
(CLEMENS, 1985).

Em contraste aos outros interferons, o IFN—+ n&o € primariamente um
agente antiviral, pois em condigbes fisioldgicas, sua produgéo & tardia em relagéo
ao curso da infecgdo viral, quando comparado com [FN-a ou B. Porém sua
atividade antiviral tem sido demonstrada in vivo e in vitro. O IFN—v também
potencia a atividade antiviral dos outros interferons (RUBIN & GRIPTA, 1980;
SHALABY ef alii, 1985).

Embora muitos tipos celulares possuam receptores e respondam ao
IFN-—-+, as células que tem atraido interesse como células alvos para essa
citocina sdo os macrifagos € as céiulas "macrofago-similes” (ceélulas endoteliais,
células dendriticas, células de Langerhans, etc.). Sobre essas células, o [FN—+y
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exerce uma série de efeifos, levando-as ao estado denominado de "ativag&o”
(HAMILTON & ADAMS, 1987).

De uma maneira geral, as atividades bioldgicas do IFN—+ podem ser
relacionadas da seguinte forma: antiviral, antitumoral, microbicida, diferenciacao
celular, expressdo de antigencs do MHC, inibigBo do crescimento celular,
aumento das atividades das células "natural-kilier”, inibigdo das células T
supressoras, aumento da citotoxicidade das células T, e quanto a ativagéo de
macrofagos, podemos citar: inducao da liberac&o de citocinas, como IL-1 e TNF;
produgdo de H-0»5, PAF e proteases, promove aderéncia de macréfagos a
glicoproteinas de membranas; reduz a produgio de PGEo por macrofagos (um
fator que age como um regulador no processo inflamatario).

Por sua vez, a inflamag&o é um fendmeno complexo e neste contexto,
o macréfago possui um papel de destague. Assim, o principal ativador de
macrofages, IFN—+, pode ser considerado uma molécula "chave" para a
inflamagao (BILLIAU & DIJKMANS, 19290).

5. Espécies reativas de Nitrogénio

FURCHGOTT & ZAWADZKI (1980) demonstraram que o relaxamento
do musculo liso vascular induzido pela acetilcolina, era dependente do endotélio e
mediado por um fator iabil, posterirmente denominado "fator de relaxamento
derivado do endotélio” (EDRF). Depois verificou-se que este fendmeno ocorria em
outros tecidos vasculares, como artérias, veias, arteriolas, vénulas e corpo
cavernoso, em resposta a varios estimulos como trombina, substancia P,
nucleotideos de adenina, jondforo de caélcio {A23187), bradicinina. Outros
estimulos como: hipdxia, aumento no fluxo e estimulagdo elefrica, tambem
causam relaxamento endotélio-dependente no tecido vascular, in vitro.

Em 1987, FURCHGOTT e IGNARRO, independentemente, sugeriram
que o EDRF era o NO, ou uma molécula relacionada. No entanto, a demonstragao
inequivoca de que o NO era o EDRF foi feita por MONCADA e colaboradores, em
1988. Desde entdo, a liberacio de NO tem sido demonstrada em muitos tecidos
(PALMER et afii, 1988).

STUEHR & MARLETTA (1985) haviam demonstrado que macrofagos
murinos produziam nitrito (NO2") e nitrato (NO3~) em resposta ac LPS e gue esta
producdo era derivada da oxidagdo de um nitrogénio terminal guanidino da L-
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arginina, o que resultava em quantias estequiométricas de L-citrulina e NO.

A sintese de NO é catalisada pela enzima NO sintase, que existe sob
duas formas: a) constitutiva: presente, predominantemente nas células endoteliais
e neuronais, é dependente de calcio/calmodulina; e b) induzivel: presente nos
macréfagos, hepatdcitos, células endoteliais, musculo liso, € independente de
calcio; ativada por determinadas citocinas e LPS (MARLETTA ef afi, 1988).
Ambas enzimas sao dependentes de NADPH e possuem sua atividade
incrementada pela tetrahidrobiopterina (BH4), atuando como cofator, poréem esse
fato ndo foi confirmado em macréfagos humanos (TAYEH & MARLETTA, 1889).

0 inicio da oxidago do nitrogénio, para a sintese de NO e atividades
citotdxicas em macréfagos, requer multiplos sinais liberados em sequéncia
definida. Esse processo pode ser observado tanto in vivo como por exemplo,
durante reagdes imunes ou infecgdo por BCG, onde os macréfagos infectados
desenvoivem atividade citotdxica (STOKVIS ef alfi, 1992), quanto in vifro, onde
macrafagos murinos peritoneais pré-tratados com IFN—+ e entéo expostos a um
segundo sinal, como LPS, produzem quantidades de NO consideraveis
(LORSBACH & RUSSEL, 1992). O fato mais marcante na expressdo da NO
sintase em macrofagos (induzivel) é que ela s é observada apés estimulagéo
com agentes tais como LPS, citocinas, como IFN—y e TNF-a que induzem a
sintese de grandes gquantidades de NO por estas células (STUEHR &
MARLETTA, 1985; DING et afii, 1988). O LPS e 0 IFN—v aumentam a expressac
de RNA mensageiro que codifica a NO sintase induzivel (LORSBACH et ali,
1993).

A IL-2 e o IFN—y tem efeito sinergistico na indugéo da NO sintase. Por
outro lado, a IL-10 inibe a indugdo dessa enzima em macréfagos murinos
(CUNHA ef afii, 1992) e a IL-4, o TGF-R1, B2 e B3 também inibem a inducdo da
sintese de NO em macréfagos (DING ef afii, 1990).

Em algumas células o NO é citostatico, em outras, é citotdxico,
sugerindo que a sensibilidade varia de uma célula para outra. As atividades
citotéxicas mediadas pelo NO, incluem inibigdo de enzimas intracelulares que
contém ferro, da respiragdo mitocondrial e da sintese de DNA nas céiulas alvo
(HIBBS et afii, 1987). Portanto, o NO pode ser identificado como um mediador
intracelular potente e com efeitos pleiotrépicos sobre a defesa do organismo
contra células tumorais e microorganismos intracelulares (LIEW & COX, 1991).



13

6. Espécies reativas de Oxigénio

As células fagociticas (neutrdfilos, eosinofilos, mondcitos e os
macréfagos) possuem um papel crucial na defesa do organismo e para este
propésito possuem um arsenal molecular capaz, sob ativagio, de gerar espécies
reativas de oxigénio. Este arsenal & constituido de um complexo enzimatico, o
NADPH oxidase, que é capaz de catalisar a redugdo de um eletron do oxigénio
molecular (O} a &nion superdxido (O27) (para revisdo: MOREL et afii, 1991).

Em céiulas ativadas, a atividade catalitica da NADPH oxidase esta
localizada na membrana plasmatica, sendo que nas células em repouso seus
componentes estdo distribuidos entre a membrana e o citosol, sendo sua ativagéo
acompanhada do transporte dos componentes que estdo no citosol para a
membrana plasmatica (para revisdo. CONDINO-NETO, 1983).

Este sistema apts exposicdo a determinados estimuios, como, LPS,
FMLP, C5a e algumas citocinas, como TNF-¢, IL-1, GM-CSF e IFN-y (KOWANKO
& FERRANTE, 1987; KOWNATZKI ef afii 1988) desencadeia uma série de
reagbes bioguimicas conhecida com "burst" oxidativo ou explosdo respiratéria,
onde ocomre um aumento no consumo de oxigénio pelas células fagociticas
(ROSSI & ZATTI, 1964)

NADPH + 20, - NADP* + H*¥ +2 05

O &nion superdxido € subsequentemenie convertido a perdxido de
hidrogénio (HoO»o) por dismutagdc espontdnea ou enzimatica, através da
superdxido dismutase (SOD).

SoD
202" + 2H*Y => Hp092 + O3

O perdxido de hidrogénio (H202) por sua vez, pode ser substrato para
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a mieloperoxidase, que gera produtos com maior poder oxidativo, como o acido
hipocloroso (HOCI) e o oxigénio singular (“singlet oxygen", 1Ag). O peréxido de
hidrogénio também pode sofrer acdo da catalase, passando a HoO.

mieloperoxidase H,O

HyOo+Cl- - HOCI — Os(lag) - H30

catalase

2Hy0 > 2H20+ O2

A redugdo de 3 eletrons do O9 resulta em radical hidroxita (OH-), que
pode ser gerado a partir do anion superdxido (027) e HoO9 na presenga de jons
ferro e cobre, conforme proposto por HABER & WEISS (1934).

Fedt/ Cu2+
O~ + HO2 —=> Oz + OH™ +OH:

O radical hidroxila (OH-) é 0 oxidante mais instavel que se conhecs,
devido a sua alta reatividade pode provocar uma reagdo em cadeia, atacando e
danificando quase todas as moléculas das células vivas (DORFMAN & ADAMS,
1973)

O perdxido de hidrogénio {H>0O2) em altas concentragbes, danifica o
DNA, rompe membranas e libera calcio, ativando enzimas proteoliticas
intracelulares calcio-dependentes, o que & lesivo para as células (PRYOR, 1978).
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It. OBJETIVOS
Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Estudar o efeito quimiotatico do IFN-y recombinante murino para
neutrofilos e mondcitos, quando injetados na cavidade peritoneal de
camundongos.

2. Verificar se ha uma relagdo espécie-especifica entre os [IFN-v
recombinantes murino e humano, estudando-se suas capacidades em estimular
células, in vitro

3. Estudar o efeito modulador do IFN-y sobre a atividade quimiotatica
para neutréfilos induzida por LPS, in vivo, bem como sobre a liberac&o de fatores
quimiotéticos para essas células, por macrofagos peritoneais estimulados, in vitro,
pela endotoxina.



ie

il MATERIAIS E METODOS
1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos, de ambos os sexos, da
cepa C57BL/G, pesando entre 20-30g, fornecidos pelo Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico, em sala com ciclo
clarofescuro de 12/12hs, e tiveram livre acesso a 4agua e alimentos.

2. CITOCINAS

O IFN-y murino utilizado (rmulFN-y;‘Ix‘!O7 Ul/mg de proteina) foi
obtido através de tecnologia recombinante em E.coli, produzido pela firma
Genzyme (U.S.A.), doado pelos Profs. Drs. Jamil Assreuy Fitho (UFRJ) e
Fernando Q. Cunha (FMRP-USP). A solucéo estoque estava diluida em PBS,
contendo 1mg/ml de Albumina Bovina-fragéo V, tivre de protease (SIGMA), numa

concentragdo de 50.000 Ul de IFN-v/m.
O IFN-y recombinante humano utilizado (rhulFN-y; 1x107 Ul/mg

proteina) foi produzido por Boehringer Ingelheim (Alemanha), estocado em uma
concentracédo de 0,1mg/0,5ml e doado pelo Prof. Dr. Gilberto de Nucci (FCM-

UNICAMP).
O TNF-o recombinante murino utilizade (rmuTNF-«;0,98 mg

proteina/ml) foi produzido pela firma Genentech Inc. (South San Francisco,
Califérnia - USA) e doado pela Profa. Dra. Wirla M.S.C. Tamashiro (IB-
UNICAMP).

3. DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas:

Forbol miristato acetato (PMA, SIGMA;USA);, Zimosam (SIGMA,;
USA); Superdxido dismutase (SOD, SIGMA;USA): Citocromo C (SIGMA;USA);
Nitroarginina (NARG, SIGMA;USA) e Lipopolissacarideo de E.coli (LPS,
SIGMA;USA).
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4. MIGRAGAO DE NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL
4.1, Efeito da injecéo de lipopolissacarideo de E. coli (LPS) ou IFN-y

O rmulFN-v foi injetado em doses que variaram de 150-1350 |U/0,5
mi, por animal. Este efeito foi comparado com a migragéo induzida pela injecao,
i.p., de 0,5ml de LPS (200 ng/cav). Apos vérios intervalos de tempo (4, 8, 12, 24 ¢
48 hs) a cavidade peritonea! foi lavada com 3 mi de PBS-Heparina-SAB (soro
albumina bovina a 3%, p/v) e, apds leve massagem da cavidade, foi coletado o
maior volume possivel do lavado peritoneal. Em seguida, foram feitas as
contagens total e diferencial dos leucdcitos. Para contagem total foram diluides 20
i do lavado peritoneal em 400 pi de solugdo de Turk, e a contagem das céfulas
foi feita em camara de Neubauer. Feito isso, o lavado peritoneal foi, entdo,
centrifugado (1500 rpm/5 min, a temperatura ambiente) e ¢ sobrenadante,
descartado. O precipitado Jeucocitario foi ressuspendido com 300 pl de SAB 3%
(piv). A partir desta suspens&o celular foram realizados esfregacos, corados com
corante de Rosenfeld e, em seguida, foi procedida a contagem diferencial, em
microscépio optico (objetiva de imersao). Os resultados foram expressos em
namero de neutréfilos /mi.

O rhulFN-v foi injetado na dose de 150 Ul/0,5 mi, por animal. A partir
dai, os controles e a metodologia foram idénticas a aplicada ao IFN-y murino. Da
mesma forma, o ensaio foi feito em ratos, utilizando-se IFN-y recombinantes
murinc @ humano, na dose de 150 Ul/cav., variando-se 0 volume injetado (1
mi/cav) do estimulo, o volume do lavado peritoneal {10 ml) e o tempo de avaliagdo
da migracao apés a injecdo do estimulo (4 horas).

4.2, Efeito do rmulFN-y sobre a migragéo de neutrdfilos induzida por LPS e
rmuTNF-«

O LPS (1, 10 e 100 nglcav) e o TNF-a (0,5 e 100 ng/cav) foram
injetados, isolados ou simuitaneamente com rmulFN-y (150 Ul/cav), na cavidade

peritoneal de camundongos, num volume final de 0,5 mifanimal.
A migracio de neutréfilos foi avaliada 12 horas apés a injegdo dos
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estimulos. O procedimento de lavagem da cavidade peritoneal e a determinacéo
do nimero de células/ml foram feitos conforme a técnica descrita no item 4.1..

4.3. Efeito do aumento do ndmero de macréfagos peritoneais sobre a
migragéo neutréfilos induzida por LPS ou rmulFN-y

O numero de macréfagos peritoneais residentes foi aumentado pelo
pré-tratamento com Tioglicolato (1,5 ml de uma solugéo 3%, pfv, em H>0), como
descrito por RIBEIRO ef afii., (1990). Apos 4 dias, IFN-y (150 Ui/0,5 ml) ou LPS
(1, 10, 100 ng/0,5 ml) foram injetados na cavidade peritoneal de camundongos. A
resposta migratoria de neutréfilos foi avaliada 12 horas apds a injegdo desses
estimulos, como descrito acima. A efetividade do pré-tratamento com tioglicolato
3% em aumentar o numero de macréfagos foi comparada com a injegdo de
solucao salina 0,9% estéril. A migracac de celulas mononucleares foi avaliada 96
horas apas a injecdo dos estimuios.

Come ao final do 49. dia, um ndmero residual de neutrdfilos ainda
estava presente na cavidade de animais pré-tratados com tioglicolato, os
resultados foram expressos em A, onde o valor encontrado foi subtraido do valor
residual. O mesmo procedimento foi feito com salina 0,8%. Assim, 0s resultados
foram expressos em A neutrofilos/mi.

5. MIGRACAO DE CELULAS MONONUCLEARES PARA A CAVIDADE
PERITONEAL

A migragéo de células monunucieares foi avaliada 4 dias apds a
injecéo, i.p., de IFN-y em doses variando de 1350-1350 {U/1.5ml, por animal. Este
efeito foi comparado com a migracao induzida pela injegdo, i.p., 1.5mi de
Tioglicolato 3% (p/v).

Apds esse periodo, 0 procedimento para contagem total e diferencial
de leucocitos foi como o descrito acima. Os resultados foram expressas em
numero de células mononucleares/mil.
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6. DETERMINAGAO DA PRODUGAO DE OXIDO NITRICO (NO) POR
MACROFAGOS

6.1. Obtengao de macrofagos peritoneais de camundongos

As células foram obtidas por lavagem, por 2 vezes com 5 ml de
solugéo salina 0.8% estéril, da cavidade peritoneal de animais pré-tratados 4 dias
antes com Tioglicolato 3% (p/v). O lavado peritoneal foi centrifugado (1500 rpm/5
min.) e 0 sobrenadante decartado. As céiulas foram, entéo, lavadas por 3 vezes
com solugéo salina, e ressuspendidas em RPMI 1640 (sem bicarbonato de sddio;
INTERLAB), num volume fixo. A seguir foi feita a contagem total, determinando-se
o numero de células por ml. A partir desse dado foram feitas diluicdes para
obtengéo de 107 células/m.

6.2, Dosagem de nitrito (NO27)

A partir da suspensdo celular, 1 x 108 células foram dispensadas em
placas de cultura de plastico de 96 pogos (LINBRO, FLOW), colocadas para
aderir por 2 horas, a 37°C, em camara de cuitura com ambiente umidificado. Apés
esse periodo, as células foram lavadas por 3 vezes com salina 0,9% estéril para
remogao das células ndo aderentes. Os estimulos utilizados (IFN-y 20 Ul/ml e
LPS 20 ng/ml) foram diluidos em meio de cultura RPMI 1640, contendo 10% de
soro fetal bovino, 10 mM de HEPES (SIGMA), 100 Ul/imi de penicilina (SIGMA) e
100 pg/ml de streptomicina (SIGMA), e adicionados & placa. Em seguida, as
células foram incubadas por 20-48 hs.

Apos este periodo de incubagdo, 0s sobrenadantes das células
foram transferidos para a placa de leitura, onde foi adicionado o Reagente de
Griess na propor¢ao 1:1 {(viv) com o sobrenadante. Em seguida, a placa foi lida
em leitor de ELISA a 546 nm. Os vaiores de leitura foram comparados com uma
curva padrdo de NaNO» (5-80 pM) e os resultados expressos em pM de nitrito
liberado por 1x106 macréfagos.
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7. DETERMINACAO DA PRODUGAO DE ANION SUPEROXIDO (027 POR
MONOCITOS QU NEUTROFILOS HUMANOS.

7.1. Obten¢ao de mondcitos e neutrdfilos humanos

As células sanglineas de voluntérios normais foram coletadas por
venopuncdo e dispostas em tubo plastico contendo 3,8% de citrato de sédio. Os
monocitos e 0s neutrdfilos foram obtidos por centrifugacdo em gradiente de
densidade com Ficoll:Hipaque (1.077:1.119 g/ml; Histopaque, SIGMA). As células
assim obtidas foram lavadas por 3 vezes com solugio de Hanks (sem Cat2), Os
eritrocitos foram lisados por choque hipotbnico. O numero de cada tipo de
leucécito foi determinado automaticamente por um contador Coulter (modelo T
890, Hialeah, Fla.,, U.8.A) e ajustado para 2x108 célutas/m! com solucado de
Hanks balanceada ( pH 7.4) suplementada com 10 mM HEPES.

7.2. Dosagem de anion superdxido (O27)

A produgdo do anion superaxido (O2) por neutrdfiios ou mondcitos
foi determinada segundo a técnica descrita por McCORD & FRIDOVICH (1988).
Essas células (350 ul de uma suspensdo de 2x1 08/mi mondcitos ou neutrdfilos),
foram incubadas com 50 ul dos seguintes estimulos: PMA 3 nM, Zimosam (100
particulas/célula), rhulFN-y ou rmmulFN-y (20,100 e 500 Uliml} ou nas
conceniragdes anteriormente descritas com IFN-y + PMA e IFN-y + Zimosam. A
reacdo foi feita em tubos Eppendorf de 1,5 ml, considerando um volume final de
500 ul..

Essa incubagdo foi feita com a adigao de Citocromo C tipo Il (80
puM, SIGMA) por 1 hora & 370. A liberagéo espontdnea de superdxido foi
determinada usando solugdo de Hanks no lugar do estimulo. O controle negativo,
que detecta uma reducéo inespecifica do Citocromo C, foi feito com a adi¢do da
superoxido dismutase de eritrdcito bovine (SOD, 130 Ul/ml}, no inicio da reagao,
em tubos paralelos aos do teste. Apds o periodo de incubacdo, a reacdo foi
bloqueada pela imersdo dos tubos de reacdo em banho de gelo e com a adigéo
da superéxido dismutase (SOD 130 Ul/mi) aos tubos que n&o a continham.

Feito isso, esses tubos foram centrifugados a 10.000 rpm
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(microcentrifuga para tubos Eppendorf) por 2 minutos, os sobrenadantes
coletados e dispostos em placa de 96 pogos (LINBRO, FLOW) que foi lida em
leitor ELISA, em uma absorbancia de 550 nm. A produgio de superdxido foi
calculada usando-se um coeficiente de extingdo de 21.100 M-t em1. O
experimento foi feito em duplicata. Os resultados representam a média das
determinagdes e foram expressos em nmoles de superdxidos1.4 x 108 células.

8. LIBERAGAO DE FATORES QUIMIOTATICOS PARA NEUTROFILOS, POR
MACROFAGOS PERITONEAIS MURINGS ESTIMULADOS IN VITRO

8.1. Estimulagéo in vitro dos macréfagos de camundongos com LPS, IFN-y
ou LPS + IFN-y

As céluias foram obtidas de camundongos por lavagem, com 3 ml de
uma solucdo salina 0.9% estéril, da cavidade peritoneal de animais tratados
previamente com tioglicolata 3% (p/v).

Cerca de 5 ml dos lavados peritoneais foram distribuidos em placas
de Petri de pléstico estéreis, as quais foram incubadas a 37°C durante 2 horas,
em ambiente umidificado e contendo 5% de CO2, a fim de que os macréfagos
pudessem aderir ao fundo das mesmas. Os sobrenadantes foram desprezados e
as células aderidas, lavadas trés vezes com solugdo salina 0,8%, estéril. Esse
procedimento eliminou a maioria das células nao aderentes. O numero de células
aderidas foi determinado ao final do periodo de incubag&o, diluindo-se 20 ul da
suspenséio celular obtida por raspagem do fundo das placas em 400 pl de liquido
de Turck. Em média, o nimero de células foi equivalente & 4 x 108 célulasipiaca,
Essas células apresentaram uma viabilidade maior que 90%, determinada por
exclusdo de Azul de Tripan 0,1%.

Apds a aderéncia, os macrofagos foram estimulados, por 30 min,
com LPS (6 ug/mi), IFN-y (20 Ul/iml) ou IFN-y + LPS. O grupo controle foi
incubado apenas com RPMI. As placas foram, ent&o, lavadas 3 vezes com salina
0,9% estéril e seguiu-se um periodo final de incubagdo com 3 ml de RPMI, por 2
horas. Apds, os sobrenadantes foram recoihidos, centrifugados, concentrados 10
vezes por ultrafiltragdo em aparetho Amicon equipadc com membrana YM 10
(retem substéncias com peso molecular acima de 10.000 Daltons) e, apds
esterilizagdo em filtros 0,22 pm, testadas suas capacidades em induzir migragéo
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de neutrdfilos para o peritbneo de camundongos. Aliquotas de 200-400 pl foram
também estocadas a -20°C para posterior detecgao de TNF.

8.1.1. Detecgdo de TNF em sobrenadantes de macréfagos

A presenca de TNF nas amostras de sobrenadantes de cultura de
macréfagos estimulados com LPS, IFN-y; LPS+IFN-y ou somente com RPMI foi
detectada através de reacgdes imunoenziméticas (ELISA, "Enzyme Linked
Immunosorbent Assay") de captura. Os ensaios foram realizados em placa de
fundo chato de poliestireno, de 96 pogos (Flow Laboratories inc., McLean, VG,
USA). A placa foi sensibilizada com anticorpo monocional anti-TNFa (XT 22.11)
purificado, diluido em solugdo-tampao de carbonato de sbdio 0,1 M (pH 9,0) na
concentracédo de 10 pg/mi. Apds, 50 ul da solug@o do anticorpo recém-diluida foi
adicionada a cada pogo. A placa foi agitada para permitir a formacéo de areas
uniformes de cobertura e a seguir incubada a 4°C, durante 18 h. Antes do ensaio,
a placa foi trazida a temperatura ambiente, lavada por 3 vezes com PBS pH 7.2
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tw). O PBS-Tw foi entdo removido
completamente por inversdo da placa. A seguir, 200 yl de uma solugéc de PBS-
Tw contendo 3% de SAB foram adicionados a cada pogo para bloquear os sitios
ligantes remanescentes, e a placa foi incubada por 30 min, a 37CC. Em seguida,
foi feita nova lavagem com PBS-Tw, como descrito acima, e entdo, 50 pl dos
sobrenadantes das culturas ndo diluidos ou diluidos seriadamente (em PBS-Tw
contendo 3% de SAB) foram adicionados a cada pogo. A placa foi incubada por 2
h, a temperatura ambiente. Os sobrenadantes das culturas foram removidos e a
placa lavada como ja descrito. Apds, 50 uyl de um segundo anticorpo anti-TNF
(1gG de coelho anti-TNFa) purificado, na concentrago de 10 pg/mi (em PBS-Tw),
foi adicionado a cada pogo e a placa incubada por 2 h, a temperatura ambiente.
Apés 3 lavagens para remover o segundo anticorpo, adicionou-se 75 pi do
conjugado anti-lgG de coelho/Fosfatase alcalina, diluido a 1:1000 em PBS-Tw e
novamente incubada por 1 h, a temperatura ambiente. A placa foi ilavada 5 vezes
em PBS-Tw e a seguir adicionou-se a cada pogo 100 pl do substrato (1 mg/mi de
para-hitro-fenil-fosfato em solugéo 1 M de TRIS pH 9.8, contendo 3 mM de cloreto
de magnésio). Apos 30 min de incubag@o & temperatura ambiente, foi feita a
leitura a 405 nm em leitor de ELISA (Multiskan MCC/340 MKit).
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A curva padrao foi feita utilizando-se rmuTNF-a (Genentech Inc.) e o
contelido de TNF nos sobrenadantes das culturas foi calculado por comparagéo

com as quantidades padrdes. Os resultados correspondem a media de friplicatas
de um Unico experimento.

9. REAGENTES E SOLUGOES

Todos os reagentes e solugbes utilizados foram de grau analitico
obtidos, principaimente, da MERCK, REAGEN ou RIEDEL.

9.1. Corante de Rosenfeld modificado

Giemsa azul-eosina............coeeeeeeee 087¢g
May-Greenwald-gosina................ 0,53 ¢g
Metanol p.a.....ccooooieiiciins oo 1,00L

9.2. Liquido de Turk

Acido actico........ccccoeeeeeeenn, 2,00 mi

Agua destilada q.8.p ...ccocen. 100 mi

Apos, foram adicionados alguns cristais de azul de metileno, cuja funcao foi a de
aumentar o contraste para a contagem de leucécitos na cdmara de Neubauer.

9.3. Solucdo de Albumina a 3%

Albumina bovina ( SIGMA, USA )........ 3,00g
Agua destilada q.8.p.....ccooecoeciieiriene 100 mi
Colocar a albumina sobre a agua destilada e deixar em repouso até completa

dissolugéo.

9.4. Solugédo Salina Tamponada (PBS): solucao concentrada 10x



Agua destilada q.s.p...... ........1,00L
A solugéio de trabalho foi obtida pela diluigdo (1:10) da solugéo acima.

9.5. Solugao Hanks Balanceada

NaCl.....occooeeiiiiii e 8,00 ¢g
KOl e 040g
MgS04.2H20........coiiiin 0,10g
NaoHPO4.2H20. ... 0,06 g
KHoPO4....coociiciniiriececeiane 0,06 g
MgClo BHLO. .. 0,109
GHCOS@. .o 1,009
NaHCO3....cciiiiiceec 035¢g
HoO destilada gsp.........c.......... 1,00L

Ajustar o pH para 7.2-7.4, com solugao de NaHCO3 5.6%.

9.6. Reagente de Griess

a)H3PO4 pa.....ccoovvviie 5,00 mi
Agua destilada g.8.p....... .o 100 mi
b) Sulfanilamida........................... 1.00g
Sol. H3P0O4 (5%).....ccccvevvvcinann 100 ml

c) e-Naftiletilenodiamina................... 0,10g
Agua destilada...... ..o 100 ml

Misturar (sol.b)+(sol.c), na proporgdo 1:1 (v/v), no momento do uso.
9.7. Solugao de Tioglicolato a 3%

Tioglicolato (DIFCO).......ccoeeeees 39
Agua destilada............. ... 100 mi
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10. ANALISE ESTATISTICA

Acs resultados obtidos foram efetuados calculos para determinag&o
das médias e dos erras-padrdes das médias (EPM). Diferengas estatisticamente
significantes (p < 0.05) entre grupos foram determinadas utilizando-se um ou
combinagBes dos seguintes testes: "t" de Student ; ANOVA e teste de Duncan
para comparagbes multiplas (SNEDECOR, 1963; DUNCAN, 1955 KRAMER,
1956).
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IV. RESULTADOS

1. Efeito da administragdo de LPS sobre a migragio de neutrofilos para a
cavidade peritoneal de camundongos

A Figura 1 mostra o curso temporal da migragdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal de camundongos (Painel A), induzida pela injecéo, i.p., de
LPS (200 ng/camundongo), utiizado neste trabalho como referéncia para o
fendmeno (controle positive). Observou-se uma significativa e progressiva
- migragéo de neutréfilos a partir da 42 hora, que foi méxima na 122, hora {cerca de
5 vezes maior do que o numero de neutrofilos do grupo controle). Na 248 hora o
numero de neutrdfilos ainda se mostrava elevado e estatisticamente diferente em
relagdo ao controle. Entretanto, 48 horas apés ndo foi mais observada diferenca
estatistica no numero de neutrdfilos entre o grupo controle e injetado com a
endotoxina.

A migragdo de neutrdfilos induzida por LPS (8-1000 ng/camundongo)
foi dose-dependente, sendo maxima com a dose de 200 ng (Painel B). A partir
dessa dose, o efeito foi menor, caracterizando uma curva dose-resposta em forma
de "sino" ou de auto-inibigdo.

2. Efeito do rmulFN-y e rhulFN-y sobre a migracdao de neutréfilos e
mondcitos para a cavidade peritoneal de camundongos

Tanto o rmulFN-y (150-1350 Ul/animal) quanto o rhulFN-y (150
Ui/animal) ndo foram capazes de induzir migracao de neutrdfilos ou de mondéeitos
para a cavidade peritoneal de camundongos. A injecaa de LPS (200 ngfanimal)
causou, 12 horas apds, significativa migragao de neutréfilos. Por outro lado, a
injecdo de Tioglicolato 3% (1,5 ml, i.p., 4 dias antes) induziu intensa migragéo de
células mononucleares, fundamentalmente, mondcitos/macréfagos (Tabela 1).
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3. Efeito de rmulFN-y e rhulFN-y sobre a migragdo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal de ratos.

Observou-se que, também nessa espécie animal, nenhum dos [FNs-y
recombinantes (murino ou humano), foi capaz de induzir migragdo de neutrdfilos
para a cavidade peritoneal de ratos. A inje¢do de LPS (200 ngfanimal) causou
significativa migragdo de neutrofilos para esta cavidade, avaliada 4 horas apds a
iniegdo do estimuio (Tabela 2).

4. Efeito da estimulagdo de macréfagos murinos por rmulFN-y, LPS ou
rmulFN~y + LPS sobre a liberagao de éxido nitrico (NO).

A estimulagao de macrdfagos peritoneais, in vifro, com LPS ou IFN-y
murino, isoladamente, ndo forami capazes de causar uma liberagao significativa
de NO. Por outro lado, quando adicionados simuitaneamente, verificou-se uma
liberagdo em torno de 30 uM de NOy-, quantidade esta muito superior ao do
grupo controle (cerca de 10 vezes). Essa liberagBo de NO foi quantificada em
termos de nitrito (M) formado e foi quase que totalmente inibida pelo tratamento
das monocamadas de macréfagos com Nitro-arginina (NARG; 400 pM), um
antagonista seletivo da formagéo de NO (Figura 2).

5. Efeito do rhulFN-y ou rhulFN-y + LPS sobre a liberag&o de dxido nitrico
(NO) por macrdfagos murinos.

A Tabela 3 mostra a liberagio de 6xido nitrico (NO) por macréfagos,
em termos de quantidade de nitrito (uM/1x10° células), induzida por rmulFN-vy (20
Ul/ml), rhulFN-y (20 Uiimi), LPS (20 ng/ml) e IFN~y murino + LPS ou iFN-y
humano+ LPS.

Observou-se que o rmulFN-y ou LPS, isoladamente, ndo causaram
liberacao de NQO, porém esta citocina, guando incubada simultaneamenie com
LPS, potenciou a liberaggo causada pela endotoxina (10 vezes). Essa liberagio
foi também bloqueada pela NARG (400 zM).
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Por outro lado, a estimulagdo de macrdéfagos murinas com rhulFN-v
ndc causou, por si proprio, uma liberagdo significativa de NO ou alterou aquela
induzida por LPS (20 ng/ml), mesmo em doses de até 500 Ul/ml.

6. Efeito do rhulFN-y sobre a producgdo de anions superdxido (O,) por
neutréfilos e células mononucleares humanas.

Como pode ser observado na Figura 3, a estimulagio de leucdcitos
mononucleares humanos com rhulFN-y (20-500 Ul/ml) causou uma liberagdo,
dose-dependente, de anions superdxido (O,), chegando na dose de 500 Ul/ml, a
valores compardveis aqueles obtidos com a estimulagbo dessas célutas com 3nM
PMA. Entretanto, tal efeito ndo foi observado quando a célula estudada foi o

neutrdfilo (Figura 4).
O rhulFN-y potenciou a produgdo de anions superdxido (O,) tantc em

células mononucleares (Figura 3-A) como em neutrdfilos (Figura 4-A) estimulados
por PMA (3 nM). Entretanto, a dese de rhulFN-y necessaria para se observar
esse efeito de potenciagéo em células mononucleares foi cinco vezes menor que
aquela utilizada para estimulagdo de neutrdfilos. Além disso, esse efeito
potenciador da liberagao de superdxido mostrou um padrao de auto-inibicdo para

células mononucieares (Figura 3-A).
Quando os estudos foram realizados utilizando-se Zimosam, o rhulFN-

v ndo foi capaz de potenciar a liberagdo de superdxido induzida por esse
estimulo, tanto em células mononucleares (Figura 3-B) como em neutrdfilos
(Figura 4-B). Ao contrario, na menor dose (20 Uiiml) o rhulFN-y reduziu,
significativamente, a produgdo de superdxido por ceélulas mononucieares
incubadas com o estimulo particulado (Figura 3-B).

7. Efeito do rmulFN-y sobre a produgéo de anions superéxido (O2) por
neutrofilos e céiuias mononucleares humanas

A estimulag@o de células mononucieares e neutrdfilos humanos com
rmulFN-y (100 e 500 Ul/ml, respectivamente) n&o causou, por si 30, liberacdo de
&nions superdxido por essas células. Esta citocina também néo foi capaz de
potenciar a liberagio desses anions, induzida por PMA 3 nM ou Zimosam (100
particel), tanto em élulas mononucleares quanto em neutrdfilos (Tabela 4).
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8 Efeito da estimulagio in vitro de macréfagos murinos por LPS, rmulFN-y
ou IFN-y + LPS sobre a produgdo de fatores quimiotaticos para neutréfiios

Macrofagos em cultura foram capazes de liberar no sobrenadante,
apos estimulagdo por LPS (5 pg/ml), um fator que induziu migracéo de neutrofiios
para a cavidade peritoneal de camundongos. A estimuia¢ao das monocamadas
de macréfagos com rmulFN-'—y, isoladamente, ndo foi capaz de induzir uma
liberacdo significativa de substancia com atividade quimiotatica in vivo. A injec@o
do sobrenadante de macréfagos estimulados por rmulFN-y + LPS causou uma
migragdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de camundongos, cerca de
50% menor do que a induzida pelo sobrenadante obtido de macrdfagos apenas
estimulados com LPS (Figura 5).

9. Determinagio da atividade TNF-a em sobrenadante de macréfagos
murinos em cuitura

A dosagem de TNF-o no sobrenadante de cultura de macréfagos
murinos estimulados por LPS (5 pg/ml) ou rmuiFN-y (20 Ul/ml) apresentou valores
semelhantes: 3,67 e 361 ng TNF-o/mi, respectivamente. Ja o nivel de TNF-a
presente no sobrenadante de cultura de macrofagos estimulados com LPS + IFN-
~ foi cerca de 3,5 vezes maior que a observada com os mesmos estimulos
adminisirados isoladamente. Os valores de dosagem quantificados em cada um
desses sobrenadantes foram significativamente diferentes do valor encontrado no
grupo controle (salina), que apresentou niveis ndo detectaveis pelo método

utilizado (Tabela 4).

10. Efeito da injegio concomitante de LPS + rmulFNy, sobre a migracao de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos normais e pré-
tratados com Tioglicolato 3%.

O efeito observado apés a inje¢do de rmulFN-y (150 Ulfanimal) e LPS
(1, 10 e 100 ng/animal) em animais normais (Figura 6-A) ou com a populagdo de
macrafagos  peritoneais residentes aumentada pelo pré-tratamento com
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Tioglicolato 3% (i.p., 4 dias antes; Figura 6-B) foi qualitativamente semeithante. O
rmuiFN-y potenciou a migragao induzida pela menor dose de LPS (1 ng/animal) e

inibiu @ migracao induzida por 10 e 100 ngfanimal.
Verificou-se, também, que mulFN-y, isoladamente, n&o induziu

migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal, mesmo em animais pré-
tratados com Tioglicolato 3% (Figura 6).

11. Efeito da injecdo de TNF-a e TNF-« + rmulFNy sobre a migragcio de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos

A Figura 7 mostra o efeito da injegao, i.p., de TNF-a € TNF-o + {FN-y,
ambas citocinas recombinantes murinas, sobre a migragao de neuiréfilos para a
cavidade peritoneal de camundongos.

Quantidades de TNF-a equivalentes aquelas produzidas por 4x10°
macréfagos em cultura (cerca de 0,5 ng/cavidade) nao foram capazes de induzir
migragdo de neutrdfilos. No entanto, a co-injegéo desta dose de TNF com 150
Ullcavidade de IFN-y causou um aumento significativo dessas celulas, cerca de
10 vezes maior que o nUmero observado em cavidades de animais controles. A
injegiio de 100 nglcavidade de TNF-«, ip., causou intensa migragdo de
neutréfilos. Por outro lado, a administracéo concamitante das duas citocinas, nas
doses indicadas, mostrou um efeito significativamente menor (cerca de 5 vezes)
que aquele observado com a adminisirac@o isolada de TNF-¢, indicando que o
IFN-v reduz drasticamente o fendmeno.
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FIGURA 1 - LPS induz migragdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de

camundongos C57/BL6. Painel A: curso temporal da migracao de neutréfilos
induzida pela injecdo de LPS (200 ngfanimal). Painel B: curva dose-resposta de
LPS, avaliada 12 horas apds a inje¢o do estimulo. Animais controles receberam
salina 0,9% estéril. Resultados como média + EPM. O nlmero entre parenteses
representa o nimero de animais utilizados. A analise dos resultados da curva
dose-resposta mostraram em todas as doses que o efeito foi diferente do grupo
controle (p < 0,01; ANOVA, teste de Duncan).
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TABELA 1

IFN-y RECOMBINANTES MURINO E HUMANO Nf\O INDUZEM MIGRAGAO DE
NEUTROFILOS OU DE MONOCITOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL DE
CAMUNDONGOS

Namero de células (:ut'l()'élml)‘,,I

Tratamento Neutrofilos, Mondcitos,, n
Controle 0,11+ 0,08 1,791 0,42 5
LPS (200ng) 0,77 £0,07* - NR 8
Tioglicolato (45mg) NR 15,17 £1,16* 5
rmulFN-y 150 Uj 0,26 + 0,06 1,61 £0,15 10
rmulFN-y 450 Ul 0,22 £ 0,05 1,211£0,13 5
rmulFN-y 1350 Ul 0,21 +0,06 1,29 £ 0,09 5
rhulFN-y 150 Ul 0,18 £ 0,04 1,27 £ 0,08 5

NR: néo realizado; (a): resultados como média £ EPM; (b): a migragéo de
neutrdfilos foi avaliada 12 horas ap6s injecao do estimulio; (¢): migragdo de
mondcitos foi avaliada 96 horas apds injecdo do estimulo. n=numero de animais
utilizados.* p < 0,01; ANOVA e Teste de Duncan, em relagdo ao controle.



33

TABELA 2

MIGRACAO DE NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL DE RATOS
INDUZIDA POR [FN-y RECOMBINANTES MURINO E HUMANO

Namero de células (x10-0/ml),,

Tratamento Neutréfilos,, n
Controle 0,16 £0,04 5
LPS (200ng) 0,67 +0,20% 5
rmulFN-y 150 Ul 0,18 £ 0,04 5
rhulFN-y 150 Ul 0,17 £0,05 5

(a): resultados como média £ EPM; (b): a migragao de neutrdfilos foi avaliada 4
horas apds injec@o do estimulo. n = numero de animais.* p < 0,01; ANOVA e
Teste de Duncan, em relagdo ao controie
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FIGURA 2 - O IFNy (20 Ul/ml) recombinante murino potencia a liberagédo de
NO (uM de NO,/1 x 10° macréfagos), induzida por LPS (20 ng/mi): inibigdo
pelo tratamento das culturas com Nitro-arginina (NArg; 400 uM).

Experimento realizado em triplicata (n=3). Resultados expressos como média +
EPM. *p < 0,01 em relagio ao grupo controle; # p < 0.01 em relagdo ao grupo
LPS + IFN-y (ANOVA, teste de Duncan).
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TABELA 3

IFN-y RECOMBINANTE HUMANO NAO POTENCIA A LIBERAGAO DE OXIDO
NITRICO POR MACROFAGOS MURINOS INDUZIDA POR LPS

Liberagdo de NO

Tratamento (LM NO,™ 7 10° células )
RPMI 1,14 £ 1,14
1LPS (20 ng/mli) 0,93 £ 0,63
rmulFN-y ( 20 Ui/ml ) 2,13+1,40
NArg ( 400 pM ) 1,77 £ 1,21
rmulFN-y (20 Ul/ml) + LPS (20 ng/ml) 32,36 + 3,05(*%)
rmulFN-y (20 Ul/mi) + LPS (20 ng/mi) + NArg 11,21 + 1,28(#)
rhulFN-y (20 Ui/ml) 1,56 £1,19
rhulFN-y (100 Ul/ml) 0,16 +0,16
rhulFN-y (500 Ul/ml} 0,89 + 0,44
rhulFN-y (20 Ul/ml) + LPS (20 ng/mi) 3,73£1,79
rhulFN-y (100 Ul/ml) +LPS (20 ng/mi) 1,69 + 1,69
rhulFN-y (500 Ul/ml) +LPS (20 ng/ml) 3,44 £ 3,44

Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) e os resultados expressos
como média £ EPM. * p < 0,01; em relagéo ao grupo controle (RPMI); # p < 0,01,
em relagdo ao grupo [FN-y + LPS (ANOVA e Teste de Duncan)
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superéxido (nmoles 0,/1,4x10° células mononucleares) induzida por PMA 3
{Painel B). Experimento realizado em duplicata. Resultados como média + EFM.
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TABELA 4

IFN-y RECOMBINANTE MURINO NAQ POTENCIA A PRODUGAO DE ANIONS
SUPEROXIDO (O27) POR CELULAS MONONUCLEARES E NEUTROFILOS

HUMANOS
Liberacao de
02"
Tratamento (nmoles 02/
_ 1.4x16%el.)
Neutréfilos (Hanks) 1,29
Neutrdfilos (PMA 3 nivi) 5,08
Neutréfilos {Zimosan 100 part./cél.) 9,52
Neutréfilos + rmulFNy 500 Ul/mt 0,85
Neutréfilos + rmulFNy 500 Ul/mi + PMA 3 nM 2,86
Neutrofilos + rmulFN-y 500 Uimi + Zimosan 100 10,20
part./cél.
Monocitos (Hanks) 2,45
Mondcitos (PMA 3 nM) 4,08
Mondcitos (Zimosan 100 part./cél.) 6,12
Mondcitos + rmulFNy 100 Ul/iml 2,58
Mondcitos + rmulFNy 100 Ul/ml + PMA 3 nM ' 3,13
Monécitos + rmulFN-y 100 Uliml + Zimosan 100 7,34
part./cél.

Experimento Unico realizado em duplicata. Resultados como média.
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FIGURA 5 - O sobrenadante de macréfagos (4x10° células) murinos em
cultura, estimuiados com LPS (5 ug/ml), mas ndo com LPS + IFN«y (20 Ui/ml)
induz migrag&o de neutrdfilos para a cavidade peritoneai de camundongos.
RPMI, IFN-y, LPS e IFN«y + LPS representam os grupos experimentais que
receberam 0,5 ml/cavidade do respectivo sobrenadante da cultura. Resultados
expressos como média £ EPM. O valor acima das barras representa o nimero de
animais utilizados. * p < 0,01, em relagdo ao grupo RPME: # p < 0,01, em relagdo
ao grupo LPS (ANOVA, teste de Duncan).
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TABELA S

DETECCAO DE TNF EM SOBRENADANTES DE CULTURA DE MACROFAGOS
ESTIMULADOS COM IFN-y RECOMBINANTE MURINO, LPS ou LPS + IFN-y

Tratamento Concentragdo TNF (ng/mil),
RPMI | ND
rmulFN-y (20 Ul/mi) 3,61
LPS (5 ug/mt) 3,67
LPS + rmulFN-y 12,0

ND: quantidade n&o detectada; (a): Resultados expressos como média de uma
determinacao feita em triplicata
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FIGURA 6 - IFN-y (150 Ul/animal) potencia a migragdo de neutréfilos induzida
por 1 ng de LPS mas inibe aquela induzida por doses a partir de 10 ng
LPS/cavidade; tanto em animais normais (Painel A) com em animais pré-
tratados com tioglicolato 3% (Painel B). A migraggo foi avaliada 12 horas ap6s
a injegéo dos estimulos. Os grupos controles receberam 0,5 m! de solugéo salina
0,9%, estéril. Os valores entre parenteses representam o nimero de animais
utilizados. Resultados expressos como média £ EPMI<p < 0,01, em relagdo ao
grupo controle (C); % p < 0,05, em relagio ao grupo tratado com apenas LPS
(ANOVA, teste de Duncan).
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FIGURA 7 - Efeito do rmuTNF-x e TNF<x + rmulFN-y {150 Ul/animal) sobre a
migragdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundonges.

A migragao induzida por TNF-« (0,5 e 100 ng/animal) foi avaliada 12 horas apés a
inje¢do do estimulo. Animais controles receberam 0,5 ml de solugéo salina 0,9%,
estéril. Resultados expressos como média *+ EPM.(n=5): ndmero de animais
utilizados por grupo. * p < 0,01, em relago ao grupo controle (salina); ANOVA e
teste de Duncan.
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V. DISCUSSAO

Para que o estudo da migragdo de neutrofilos para a cavidade
peritoneal de camundongos induzida por IFN-y fosse feito, primeiraménte,
estabelecemos o modelo experimental utilizando com padrao, o LPS (endotoxina
de E. coli), reconhecido agente que induz migra¢do de neutrdfilos en modeios
animais. Inicialmente, foi feito o estudo do curso temporal da migragdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos induzida por 200 ng de
LPS. O curso temporal mostrou um pico maximo de migrag&o entre 8 e 12 horas.
Na 24a. hora ainda se observava a presenga de neufrdfilos nos exsudatos e 48
horas apds a inje¢do do estimulo, 0 numero dessas células n&o foi diferente do
grupo controle. Este padrdo de resposta a endotoxina se mostrou diferente
daquele observado em ratos, onde o pico méximo de migragdo de neutrdfilos se
define entre 4 e 6 horas e, 24 horas apds ¢ numero de neutréfilos na cavidade
peritoneal ndo foi diferente daquele presente em animais controle . Diferengas
entre estas espécies animais, em relacdo ac curso temporal de respostas
inflamatorias induzidas por estimulos inespecificos s&o descritas na [iteratura
(HENRIQUES ef afii, 1988). .

Além do curso temporal, estudamos também, a relagdo entre a dose de
I.LPS e a resposta migratdria de neutrofiios para a cavidade peritoneal. Obtivemos
uma curva dose-resposta "em sino", isto €, aumento do efeito com aumento da
dose num determinado intervalo (no caso, entre 8 e 200 ng), seguida de redugo
com doses acima daquela que causou efeito maximo. Este padréo de curva dose-
resposta é caracteristico para LPS e é demonstrativo de um fenémeno de auto-
inibicdo (ROCHA & FERREIRA, 1986; CUNHA ef ali, 1989)

Este efeito pode ser explicado pelo fato de que o LPS, em altas doses,
pode tanto causar efeitos locais, induzindo células residentes a secretarem
fatores (CUNHA et afi, 1989) ou citocinas com atividade inibitéria sobre a
migragdo de neutréfilos (CUNHA & TAMASHIRO, 1992), como também pode
causar efeitos sistémicos, incluindo agdes diretas sobre neutrdfilos circulantes,
alterando sua locomogao efou interagdo com células endoteliais (SMITH ef afii,
1977; ROSENBAUM et afii, 1983). O modelo de auto-inibigdo por injegéo de altas
doses de LPS temn sido comparado ao que ocorre no choque endotoxémico
(ROCHA & FERREIRA, 1986; CUNHA ef alii, 1989), pois em casos clinicos de
severa bacteremia por bactérias Gram (-), ou endotoxemia, tambéem ocorre
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inibigdo da migragéo de neutrdfilos para o foco inflamatério (TERRITO ef alii,
19786). '

Desta forma, baseando-se nos resultados obtidos com LPS (controle
positivo), os experimentos para avaliagdo do efeito quimiotético para neutrdfilos
dos iFNs-y recombinantes foram realizados na 12a. hora apds a injegdo do
estimulo, tempo coincidente com o efeito maximo induzido por LPS na dose de
200 ngfanimal.

Os resultados obtidos com o rmulFN-y (150-1350 Ul/fanimal) foram
negativos, pois esta citocina foi incapaz de induzir migracéo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal de camundonges, quando comparada aguela induzida pelo
LPS. Estes mesmos resultados também foram observados gquando injetamos
rhulFN-y (150 Ul/animal) neste modelo animal, sob as mesmas condigdes.

' Além do estudo sobre a migracdo de neutrdfilos, foi feita, também, a
avaliagéo da migragdo de mondcitos para a cavidade peritoneal de camundongos,
apds inje¢do de rmuiFN-y (150-1350 Ul/animal) ou rhulFN-y (150 Ul/animal). A
migracéo foi avaliada 4 dias apds a injegéo dos estimulos e comparada aquela
induzida por Tioglicolato 3% (controle positivo), um estimulo que induz intensa
migracdc de células mononucleares, fundamentaimente mondcitos/macréfagos.
Os resultados foram igualmente negativos. Por si 86, os resultados revelam que
ndo houve contaminagéo por endotoxina nos lotes de IFNs-y, possibilidade que
deve sempre ser lembrada quando se frata de obtencdo de citocinas por
tecnologia recombinante.

A argumentacdo de que a auséncia de efeito sobre a migragdo de
leucdcitos, in vivo, fosse devida ao fato de que estas citocinas, por alguma razéo
estariam sem atividade, ndo enconira respaldo nos resultados aqui apresentados.

Quaftro demonstragdes ddo suporie ao a idéia de que os lotes de IFNs-
y estavam ativos e manipulados de forma correta: 1) o rhulFN-y, por si s, induziu
uma liberacéo dose-dependente de anions superdxido por células mononucleares
humanas, em cultura. Alem disso, potenciou a liberag8o dessa espécie reativa de
oxigénio por células mononucleares e neutréfilos humanos estimulados com PMA,
mas ndo alterou aguela induzida por Zimosam; 2) essa citocina foi capaz de
potenciar a liberacao de TNF-a por macrofagos murinos em cultura estimulados
por LPS ; 3) o rmulFN-y foi capaz de, in vitro, potenciar a liberagéo de éxido nitrico
(NO) induzida por LPS, em macréfagos murinos provenientes de cavidades
peritoneais pré-estimuladas com Tioglicolato 3%. O fendmenc foi inibido pela
Nitro-arginina, um inibidor da &xido-nitrico sintase (NO-sintase; MONCADA et afi,
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1991) e 4) o rmulFN-y foi ativo também,in vivo, pois sua administragéo, i.p.,
conjunta com LPS ou TNF-a foi capaz de potenciar ou inibir a migragdo de
neutréfilos induzida por esses estimulos.

Os nossos resultados moestraram que o IFN-y (tanto de origem murina
guanto humana) ndo causou migragéo de neutrofilos ou mondcitos, in vivo. Estes
resuitados confirmaram as observagbes de CANONQ ef ali (1989), que
demonstraram que o IFN-y murino em doses que variaram de 50-5000 Ul/mi no
foi capaz de induzir migragdo de neutrdfilos ou monécitos para a cavidade
peritoneal de camundongos. Por outro lado, contrastaram com os de RIBEIRO et
affi (1990). Esses autores monsfraram que o [FN-y humano purificado ou
recombinante era capaz de induzir migragdo de neutrdfilos, em ratos. Esta
contradic@o ndo é faciimente compreendida. Uma explicagao possivel seria o uso
de diferentes modelos animais em um trabalho e no outro. Entretanto, utilizando-
se rmulFN-y e rhulFN-y como estimulos inflamatdrios, em ratos, n8o fomos
capazes de reproduzir os resultados obtidos por aqueles autores, ainda que,
utilizando o mesmo lote de IFN-y humano. Uma outra hipétese que pode ser
considerada para explicar os resultados positivos encontrados por Ribeiro e
colaboradores, seria a possibilidade de contaminagio das amostras de IFN-y por
eles utilizadas, ndo detectada pelos ensaios de controle.

BARKER et alli (1991) demonstraram que o IFN-y foi capaz de ativar
queratinocitos a sintetizarem e liberarem um fator quimiotatico para monécitos,
(MCAF), in vitro. Essa demonstracéo € de particular interesse por duas razées: 1)
amplia a evidéncia de que queratindcitos ndo possuem apenas uma fungdo
estrutural, de barreira contra agentes lesivos, mas que s30 capazes de secretar
citocinas e, portanto, desempenhar um papel destacado em processos
inflamatdrios da pele, atuando como células de alarme; e principalmente 2)
mostra que o IFN-y pode atuar no fendmeno de migrag@o de leucécitos
indiretamente, como um modulador da atividade migratdria dessas células para o
foco inflamatdrio, possivelmente alterando 0 padrdo de secregcdo de mediadores
quimiotaticos em termos qualitativos, quantitativos ou de sequéncia temporal.

Até onde verificamos, a hipotese de que o IFN-y tem um papel
modulador sobre a migracéo de leucdcitos, em reagdes inflamatdrias agudas de
carater ndo imune, esta baseada em experimentos realizados in vifro. Nessa linha,
recentemente ISSEKUTZ & LOPES (1993) demonsfraram que a migragde de
neutréfilos através de uma monocamada de células endoteliais derivadas de veia
umbilical humana, em resposta & estimulagéo por LPS ou TNF-a, sé era possivel



46

umbilical humana, em resposta & estimulagdo por LPS ou TNF-o, 6 era possivel
de ser sustentada na presenca de IFN-y. Isoladamente, os estimulos causavam
uma migragdo de neutrdfilos inicial, mas que, algumas poucas horas apds,
desaparecia. Dessa forma, foi proposto que os estimulos quimiotdticos eram
capazes de desencadear uma resposta migratoria inicial mas a manutengio
dessa atividade dependia da presenga de IFN-y, que aumentaria nas células
endoteliais a expressdo de moléculas de adesao, tais como E-selectina e ICAM-1.

O nosso trabalho constitui-se em uma das poucas evidéncias desse
papel modulador do IFN-v sobre a migragd@o de neutrdfilos, in vivo.

Como ressaltado acima, a administragdo simultanea de rmulFN-v foi
capaz de, dependendo da dose de LPS ou TNF-a utilizada, potenciar ou inibir a
migracio de neutrdfilos induzida por esses estimulos, para a cavidade peritoneal
de camundongos. Assim, ¢ TNF-a ou LPS, em doses (0,5 e 1 nglanimal,
respectivamente) que ndo causavam qualquer efeito ou induziam uma migragé&o
de neutréfilos muito discreta, tiveram suas atividades aumentadas quando
administrados conjuntamente com rmulFN-y. Por outro lado, doses de moderadas
a elevadas de TNF-a {100 ng/animal) ou LPS (10 e 100 ng/animal) apresentaram
um efeito bastante reduzido pela administragde simultédnea com 150 Ul de
rmulFN-v.

A amplificagdo da resposta migratdria de neutrdfilos induzida por LPS
ou TNF-o pode ser explicada assumindo-se que esses estimulos, em baixas
doses, apresentaram um efeito sinergistico com IFN-y e, dessa forma, a indugéao
da liberacao de mediadores guimiotaticos para neutrdfiios, por células peritoneais
residentes estaria potenciada. Esta hipotese foi reforgada por duas observagdes:
1) o efeito potenciador da associagdo IFN-y e LPS foi maior em animais pré-
tratados com Tioglicolato 3%, situagdo na gual ndo ha somente um aumento no
ndmero mas também, uma elicitagdo/ativacdo dos macrdfagos residentes
(RIBEIRO et afii, 1991) e 2) em macrdfagos em cultura, o IFN-y potenciou (cerca
de 3,5 vezes) a liberagdo de TNF-« induzida por LPS, quando comparada com
aquela causada pela estimulagdo com a endotoxina isoladamente.

Varios trabalhos tem demonstrado que o TNF-o € capaz de induzir
migragdo de neutrdfilos (BEUTLER & CERAMI, 1988; FACCIOLI et ali, 1990;
CUNHA & TAMASHIRO, 1892). Outras citocinas, tais como IL-1 (FACCIOLI et alii,
1990) e IL-8 (RIBEIRO et afi, 1991) ou mediadores lipidicos, como LTBg4
(RANKIM ef afi, 1990) e o PAF (KUWJPERS ef ali 1992), liberados por
macréfagos estimulados s&o também capazes de induzir migragac de neutrdfilos,
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celulas de alarme e sdo capazes de secretar vérios mediadores quimiotéticos

_para neutrdfilos, reforgando a hipdtese de que o recrutamento de células para o

foco da les&o € um fendmeno multimediado (FERREIRA, 1980).

Entretanto, tem sido demonstrado que o TNF-o em altas doses ou
quando administrado endovenosamenie inibe a migragdo de neutréfilos, sendo
essa uma das possibilidades levantadas para explicar a incapacidade de
migragdo dessas células para o foco inflamatério, nos casos de choque
endotoxémico (CUNHA & TAMASHIRO, 1992), situagdo na qual os niveis
plasmaticos de TNF-a est@o bastante elevados (BEUTLER & CERAMI, 1988).
Além do TNF-o, tem sido demonstrado que a IL-8 inibe, in vitro, a adesdo de
neutrofilos a células endoteliais (GIMBRONE et afii, 1989) e a migragdo de
neutréfilos induzida por FMLP e, in vivo, quando injetada endovenosamente em
ratos (CUNHA & TAMASHIRO, 1992) ou coelhos (HECHTMAN ef afi, 1991),
reduz a migragao de neutréfilos para o foco inflamatério. O TNF-o também foi
capaz de inibir in vivo e in vifro a migraggo de neutrdfilos (CUNHA & TAMASHIRO,
1992).

Dessa forma, a redugdo da migracéo de neutrdfilos observada com a
administragdo conjunta de rmulFN-y com doses mais elevadas de LPS ou TNF-«
pode ser explicada admitindo-se que uma maior concentracdo de mediadores
inflamatorios s&o formados no peritbneo. Assim, seriam atingidos niveis
sistémicos suficientes para inibir o processo. Essa hipdtese é corroborada pela
demonstragdo no presente trabalho de que o rmulFN-y, in vitro, potencidu a
liberagdo de TNF-o por macréfagos murinos estimulados por LPS. Por outro lado,
0$ mecanismos envolvidos nessa inibigdo por TNFu e IL-8 ndo estdo bem
elucidados.

A passagem dos neutrofilos através do endotélio, em direcio ao foco
da les&o, envolve uma série de etapas complexas e a alterag@o de qualquer uma
dessas pode, potencialmente, afetar o processo como um todo. Assim, altas
doses dos fatores quimiotaticos poderiam afetar uma das seguintes etapas
essenciais para a migragéo de neutrdfilos, descritas por KARTORI et afii (1990):
1) o deslizamento ("rolling") dos neutrdfilos sobre as células endoteliais, 2) a
ades&o ao endotélio, 3) a passagem pelas jungdes inter-endoteliais, 4) a
permanéncia entre as células endoteliais e os pericitos e 5) a digestéo proteolitica
da membrana basal, por enzimas lisossomais.

Uma outra possibilidade a ser considerada € que a associagdo rmulFN-
v € LPS ou TNF-a, dependendo da dose do estimulo inflamatdrio, pode potenciar
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a producdo de fatores inibitérios do recrutamento de neutréfilos, por macréfagos
residentes. Recentemente, alguns autores demonstraram que macréfagos
peritoneais de ratos estimulados com LPS secretam, no meio de cultura, um fator
(denominado NRIF) capaz de bloquear a migragéo de neutrofilos para a cavidade
peritoneal de ratos induzida por varios estimulos inflamatérios, quando
administrados endovenosamente (CUNHA ef ali, 1989; TAVARES et alii, 1989,
TAMASHIRO ef alii, 1982). O NRIF foi parcialmente caracterizado como uma
proteina de alto peso molecular, eluida numa frag&o, por cromatografia em gel
Sephacryl 300, correspondente a pesos moleculares entre 240 e 550 kDaltons
(TAMASHIRO ef alii, 1992).

Concordando com esta hipdtese, demonstramos que o sobrenadante
de macréfagos estimulados com rmulFN+y + LPS e injetado na cavidade
peritoneal de camundongos, induziu uma migragéo de neutréfilos cerca de 50%
menor que aguela causada pela injecdo do sobrenadante de macréfagos
estimulados apenas com LPS, sugerindo a possibilidade da presenca de um(s)
fator(es) inibitorio(s). Assim, a inibicdo da migrag@o de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal de camundongos, observada apds a administrag&o conjunta de doses
elevadas de LPS ou TNF-a e rmulFN-y, possivelmente envolve a potenciagao da
produgéo de mediadores quimiotaticos que atuariam de maneira sinergistica com
os fatores inibitorios liberados por macréfagos residentes. No entanto, e plausivel
supor que apenas O aumento da concentragdo de uma mesma citocina (por
exemplo, TNF-a) possa explicar adequadamente a inibigdo, sem a sugestao da
existénecia de um fator inibitdrio. Nao sédo raros os achados na literatura, onde
uma mesma citocina apresenta efeitos opostos dependendo da concentragéo e do
local de agéo (BILLIAU & VANDEKERCKHOVE, 1990).

Com base nos resultados aqui apresentados e em varios dados de
literatura, podemos sugerir que o IFN-y ndo deve estar participando das fases
iniciais do processo de migragdo de neutrdfilos para o foco inflamatorio.
Acreditamos que, antes de ser caracterizado como um mediador de alarme, 0
IFN-y atuaria em fases mais tardias, modulando a intensidade da migragéo de
neutrdfilos induzida por substéncias quimiotaticas. Essa hipdtese se baseia nos
seguintes principios: 1) a analise do curso temporal da liberagéo de citocinas
quimiotaticas para neutrofilos, tais como TNF-a, iL-1 ou IL-8, mostra que s&o, em
geral, liberadas mais precocemente, atingindo para a maioria delas, um pico de
concentracdo nas primeiras oito horas. A maioria destas citocinas s&o de origem
macrofagica (BAUMANN & GAULDIE, 1994), a célula mononuclear residente
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predominante na cavidade peritoneal, 0 IFN-y &, fundamentalmente de origem
linfocitaria (STREET & MOSMANN, 1891); 2) embora ja aos 30 minutos sejam
detectaveis niveis de mRNA para IFN-y em linfécitos T, niveis méximos séo
obtidos entre 18-20 horas apés o estimulo (YOUNG & HARDY, 1880). No entanto,
essa produgdo & dependente do estimulo utilizado. Estimulos inflamatérios
inespecificos, como o LPS, por si sb, n&o causam liberagdo de I[FN-y
(ANDERSSON et alii, 1992); 3) a maioria das citocinas da resposta de alarme s&o
importantes para o desencadeamento do processo e, dependendo da natureza e
persisténcia do estimulo, propiciam os macréfagos passarem do estado elicitado
para ativado que agora expressam antigenos MHC classe Il, podendo entdo
estimular linfécitos T a produzir IFN-y; 4) a expresséo de antigenos MHC classe |l
é, entre os processos de ativagdo de macrofagos dependente de IFN-y, o de
maior laténcia para o seu aparecimento (STEIMLE ef ali, 1994). Assim, o IFN-y
estaria participando do processo de ativagdo de macrofagos numa fase mais
tardia e dependendo da extensdo desta ativagdo e da estimulagdo de linfocitos T,
a reagdo deixaria de ser de carater ndo-imune.

Em resumo, poderia se propor que em casos de estimulos leves ou
moderados ocorreria uma liberacdo de fatores quimiotaticos de origem
macrofagica, que se manteria elevada por poucas horas,. Por oufro lado, se o
estimulo inflamatdrio inicial fosse de intensidade e natureza tal para promover
uma liberagdo mais acentuada de mediadores/citocinas quimiotéticas por
macréfagos, o resultado seria o dencadeamento de uma migragdo de neutrdfilos
mais intensa e duradoura. Se 0s niveis de quimicatraentes estiverem reduzidos,
em fase mais tardias, na presenga de IFN-y, ocorreria potenciagéo da atividade
migratéria de neutrofilos, mantendo a reagéo inflamatéria aguda por um periodo
mais longo. Se nesse momento, houvesse uma consideravel intersecgao entre as
curvas temporais de citocinas quimiotaticas para neutréfilos e IFN-y, a associagéo
resultaria em uma inibig&o do processo de migracdo celular, prevenindo um
colapso do sistema. Pode-se especular ainda que a cronificagio/agudizagéo de
um processo inflamatorio de natureza imune, poderia ser entendida como cicios
de inibicdo/potenciacio da migragdo de neutréfilos dependente da liberagéo de
IFN-y.

CELADA et afii (1984) demonstraram que IFN-y murino era capaz de se
ligar a receptores especificos e induzir in vitro a ativagio de macréfagos murinos
e mondcitos humanos, porém com células humanas houve a necessidade de um
tempo maior (cerca de 12 vezes) de exposiglo & citocina, para obtencgdo do
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mesmo efeito. No entanto, [FN-y murino ndo foi capaz de se ligar aos receptores
de macréfagos de hamster, cobaias e ratos e assim ativar essas células. Este
fato, juntamente com a opinido de outros autores {PANEM, 1984), sugeria que o
[FN-y seria uma cifocina com baixo grau de espécie-especificidade. Entretanto,
hoje parece n&o restar dlvidas de que o IFN-wy & espécie-especifico
(GROSSBERG ef afii, 1989). Recentemente, STEIMLE ef alii (1294) demonstraram
gue a indugdc de genes do sistema MHC Classe 1l era caracterizada por um
periodo longo de tempo para sua expresséo, totalmente dependente da sintese
de novo de proteinas e que necessitava de um transativador génico (CIITA), cuja
expressao era totalmente controlada e induzida por IFN-y, de maneira espécie-
especifica. Os autores demonstraram que o CITA atua como um regulador,
também sobre aqueles genes MHC Classe I, expressos constitutivamente numa
minoria de tipos celulares. Os nossos resultados concordam com esta ultima
idéia. |

Como um dos objetivos do presente trabalho foi a verificacdo da
espécie-especificidade em relagdo aos efeitos do IFN-y, testamos in vifro, a
capacidade desta citocina tanto de origem humana quanto murina em ativar dois
sistemas bioldgicos para atividade citotdxica: produgéo de anions superdxido por
células mononucieares e neutréfilos humanos e liberagdo de NO por macrdfagos
murinos. .
Observamos que rmulFN-y potenciou a libera¢gdoc de NO por
macrofagos murinos estimulados com LPS. Porém, o rhulFN-y nado foi capaz de
apresentar tal efeito. J& o rhulFN-y potenciou a liberago de &nions superdxido
por células mononucleares e neutrdfilos humanos induzida por PMA, sendo que
nesse sistema o rmulFN-y foi incapaz de produzir resposta semelhante.

Tanto a liberagédo de NO quanto a ativag@o do "burst"respiratérioc com
consequente liberagdo de &nions superdxido fazem parte dos mecanismos de
defesa do organismo pelos quais as células fagociticas desempenham suas
atividades citotdxicas (KOWANKQO & FERRANTE, 1987, GREEN ef ali, 1981,
CONDINO-NETO et afii, 1993).

Nesse sentido inimeros trabalhos descritos na literatura mostram que
[FN-y & um potente ativador de macrofagos para estes efeitos. Porém, quanto a
liberagéio de NO, j& é conhecida a necessidade de uma sequéncia definida de
estimulagio dessas células para que ocorra a sintese de NO; e que esta
sequéncia requer a presenca de IFN-y como uma primeiro sinal, seguido da
estimulag@o por uma segundo sinal, LPS por exemplo (LORSBACH & RUSSEL,
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1992).

No presente frabalho, demonstramos um papel importante do IFN-y
sobre a produgéo de énions superdxido por células humanas, onde esta citocina,
isoladamente foi capaz de induzir liberacéo desses anions de maneira dose-
dependente (20-500 Ui/ml) por células mononucleares e ainda potenciar a
liberacdo desses anions tanto por essas células quanto por neutrdfilos, quando
estimulados por PMA.

Estes resultados refor¢am os encontrados por KOWANKO &
FERRANTE (1987), onde esses autores demonsfraram que IFN-y humano
potenciou a liberagdo de HoOo por neutrdfilos humanos estimulados com PMA,
de maneira dose-dependente. _ .

CASSATELA et ali (1985) observaram um aumento na producgdo de
anions superoxido por macréfagos humanos em resposta 2o IFN-y recombinante
humano, na auséncia de outros estimulos. Em contraste, STEINBECK et alii
(1986) ndo reproduziram esses efeitos do IFN-y sobre o "burst'respiratdério em
neutrofilos bovinos.

0O mecanismo pelo qual a da produgao de anions superdxido pelo PMA
na presenga do IFN-y é potenciada, ser devido & agéo desta citocina sobre a
proteina quinase C, ja que induz diretamente a ativagio desta enzima (ADAMS &
HAMILTON, 1984). Sabendo-se que o PMA também exerce seu efeito através da
proteina quinase C (KOWANKO & FERRANTE, 1987) sugere-se a existéncia de
uma acgio sinergistica com esta associagio.

Quando o estimulo utilizado foi 0 Zimosam (100 part/célula), o IFN-y
nao foi capaz de potenciar a producéo de anions superdxido. Esses resultados
indicavam a possibilidade do efeito ndo ter sido observado devido ao numero
elevado de particulas de Zimosam/célula empregado no ensaio e dessa forma,
permitindo ¢ colapso das células que se auto destruiriam, na tentativa de fagocitar
tantas particulas. No entanto, ao trabalharmos com quantidades variaveis de
particulas/célula (5-100 part/célula) os mesmos resultados foram obtidos,
indicando que o efeito da n&o potenciacdo néo deve estar relacionado ao numero
de particulas/célula (dados ndo mostrados). Como nédo fizemos o controle de
particuias ingeridas e o Zimosam por nés utilizado ndo estava opsonizado, nao
podemos afirmar que este estimulo ndo seja eficiente na ativagdo dos leucdcitos
humanos.

Quanto ao fato do IFN-y ndo induzir respostas semelhantes em
espécies distintas, talvez possa ser explicado pela falta de ligacao desta citocina
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com seus receptores especificos ou entdo essa ligagdo poderia até estar
ocorrendo, porém; ndo desencadeariam uma resposta (BILLIAU & DIJKMANS,
1990). Contudo, os experimentos realizados por CELADA ef alif (1984) mostraram
gue rmulFN-y foi capaz de inibir a ligagdo do rhulFN-y aos receptores das células
mononucleares humanas. Esses dados suportam a idéia de que entre essas
espécies possa haver a ligagéo do IFN-y aos receptores, porém essa ligagéo néo
implica em desencadeamento de uma resposta (atividade intrinseca), séndo
assim, o IFN-y agiria como um antagonista em espeécies distintas.

Surpreendentemente, resuitados preliminares por nés obtidos
mostraram gue, ao contrério, a associagdo rhulFN-y potenciou, de forma
dependente da dose de IFNy humano utilizada, a liberaggo de NO por
macréfagos murinos estimulados por rmulFN-y (dados n&c mostrados). Duas
possibilidades devem ser consideradas: 1) embora 0 rhulFN-y ndc desencadeie
plenamente (efetivamente) uma resposta, a ocupagdo do receptor ou sitios
ligantes envolvidos com o mecanismo acoplamento-excitago-transdugéo pode
"sensibilizar" a célula a desencadear uma resposta mais efetiva quando da
estimulagédo do receptor pelo ligante especifico, no caso o rmulFN-y; ou 2) o que
nos parece mais razoavel, o rhulFN-y estaria se ligando a sitios de ligagdo
inespecificos, aumentando a probabilidade de ligagdo do rmulFN-y ac receptor
(aumentando o "binding" especifico do rmulFN-y .

Em conclusdo, nossos resultados mostram que IFN-y n&c €
quimiotdtico para neutrdfilos ou monécitos, e que seus efeitos espécie-
especificos.

O IFN-y possue uma importante fungéo moduladora sobre as atividades
citotéxica e liberadora de citocinas efou fatores quimiotaticos por macrofagos e
nao deve estar participando das etapas iniciais do processo inflamatorio e sim da
manutengéo do mesmo.
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SUMMARY

This thesis describes the effects of IFN-y on the migration of monoéytes
and neutrophils into the peritoneal cavity of mice and also examines the species
specificity of the in vitro actions of human and murine recombinant IFN-y (rhulFN-y
and rmulFN~y, respectively). In addition, the effects of IFN-y on the chemotactic
activity of E. coli lipopolysaccharide (LPS)-induced neutrophils in vivo and on the
release of chemotactic factors for these cells by peritoneal macrophages
stimulated with LPS in vitro are also examined.

Neither rmulFN-y (150-1350 [U/animal) or rhulFN-y (150 |Ufanimal)
were able to induce monocyte or neutrophil migration into the peritoneal cavity of
mice when compared with the response caused by LPS (200 ng/animal) and 3%
thioglycollate (1,5 mi/animal) 12 and 96 h aiter injection, respectively. Both
recombinant IFN-y were also unable to stimulate cell migration in rats.

The simultaneous stimulation of murine peritoneal macrophages in vifro
with rmulFN-y and LPS caused the release of NO2~ (30 pM) which could be almost
totally inhibited by nitroargininr (NARG, 500 pM). When rhulFN-y was replaced
with rmulFN-y in the above experiments, no formation of NO5~ was detected even
at interferon doses of up to 500 1U/ml.

The exposure of human monocytes, but not neutrophils, to rhulFN-y
(20-500 JU/ml) resulted in a dose-dependent release of superoxide anions.
Furthermore, in both monocytes and neutrophils, the formation of superoxide
anions in the presence of phorbol myristic acid (PMA, 3nM), but not zymosan, was
potentiated by rhulFN-y. In contrast to these results, rmulFN-y was unable to
stimulate superoxide anion formation in these cells and was also unable to
potentiate the release in the presence of PMA or zymosam.

Upon stimulation with LPS (5 pg/ml), macrophages in culture released a
factor which induced the migration of neutrophils when injected into the peritoneal
cavity of mice. This migration was inhibited by approximately 50% when the
macrophages were co-stimulated with rmulFN-y and LPS.

The fevels of TNF- in the culture medium of murine macrophages
stimutated with either LPS (5 pg/ml) or rmulFN-y (20 1U/mi) were very similar (3,67
vs 3,61 ng TNF/ml, respectively) but were about 3,5 fold lower than the levels
observed in macrophages stimulated with LPS and IFN-y (12 ng TNF/m).

Depending on the dose of LPS or TNF, the simultaneous administration
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of rmulFN-y (150 [U/animal) either potentiated or inhibited the migration of
neutrophils into the mouse peritoneal cavity induced by these agents; potentiation
occured at LPS and TNF deses of 1 ng and 0,5 ngfanimal, respectively, while
inhibition was observed at LPS and TNF doses of 10-100 ng and 100 ng/animal,
respectively.

These resulis demonstrate that IFN-y is not chemotactic for monocytes
and neutrophils and that its effects are species-specific. Furthermore, IFN-y has
an important modulatory influence on the cytotoxic and mediator-releasing
activities of cytokines and/or of the chemotactic factors liberated by macrophages.
IFN-y therefore seems to have a minimal role in the initial stages of the
inflammatory reaction but is important in maintaining this process.
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