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1 - INTRODUGAO

De acordo com varios fatores, ligados aos estimulos injuriantes ou ao
haspedeiro, a inflamacéo pode ser didaticamente classificada em aguda (imediaté) ou
cronica (continua). A resposta inflamatdria aguda tem uma duracdo relativamente
curta (minutos, horas ou pout:css dias), sendo caracterizada por fendmenos como a
diiatag:éd e 0 aumento da permeabilidade da microvasculatura local, levando a
hiperemia e formagdo de exsudato. Destaca-se também, nesta fase inicial, a intensa
participacdo dos leucoeitos, aspecialmente dos neutrdfilos (leucdcitos polimorfonu-
cleares neutrofilicos ou simplesmente PMNs). -

Nos dias atuais, parece existir o consenso de que a resposta inflamatéria
pode ser encarada como um processo de defesa do organismo. Entretanto,
ressalta-se que alguns eventos da inflamagao, considerados como "protetores”, de
acordo com a intensidade podem se transformar em fendmenos destrutivos,
aumentando ainda mais a leséo tecidual (LENGFELDER, 1984).

Dentre estes eventos inflamatérios, destaca-se a formagac de edema
{WEDMORE & WILLIAMS, 1981), a fagocitose e consequente liberacdo de potentes
gnzimas lisossomais, bem como a produgdo de radicais oxigenados toxicos livies
(KLEBANOFF, 1980; HARLAN et al, 1981; WEISS et al, 1981; PALMBLAD, 1984),
todos eles ligados, pelo menos em parte, as fungdes do neutrofilo, a principal célula
efetora da inflamagao aguda.

De fato, WEDMORE & WILLIAMS (1981), apdos uma serie de
experimentos em coelhos, concluiram que os neulréfiios slo essenciais para que
gcorra o aumento da permeabilidade vascular, induzido por substancias quimiotaticas
{Leucotrieno B, e fracdo CSa do sistema complemento).

Por outro lado, PALMBLAD (1984), entre outros autores ja citados,
demonstraram que o0s neutrdfilos constituem-se em ativos mediadores da injuria
tecidual, através da liberago de constituintes de seus granulos e pela geragéo de
radicais oxigenados toxicos (O, , H,0, e OH).

Uma vez aceita esta importante participag@o dos PMNs na resposta
inflamatoria aguda, é valido argumentar que os farmacos que diminuem a cinética dos
neutrofilos, ou que atenuam a liberagao de substéncias biolégicamente ativas por
esias células apresentem, como conseqiléncia, uma acéo antiinflamatoria.

Dentre estes, destacam-se os antiinflamatorios esterdides, ou
simplesmente corticosterdides, pela sua poténcia de agéo. De acordo com DI ROSA
et al (1985), os corticosterdides exibem multiplos mecanismos de acdo antiinflamatoria,
de forma indireta, através da inducdo da sintese de proteinas efetoras, como as
lipocortinas, vasocortinas e cininase i1 / ACE.

Apesar da complexidade destes mecanismos, que serac melhor
discutidos no decorrer deste trabalho, pode-se acrescentar ainda as palavras de
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CLAMAN (1983), que diz textualmente: "a redugdo do acumulo & agregagic de
neutrdfilos e mondcitos macrdfagos no sitio inflamatdrio, pode representar o maior
mecanismo antiinflamatrio dos corticosterdides”.  Este conceito encontra suporte,
pelo menos em parle, em varios trabalhos experimentais que demonstraram a
propriedade dos corticosteroides em diminuir a migracdo leucocitaria para 0s focos
inflamados (FRUHMAN, 1864, VINEGAR et al, 1972, PERPER et al, 1974, THIEME et
al, 1982, ANDRADE, 1991).

Além dos corticosterbides, uma outra grande familia de medicamentos
tem sido amplamente empregada, com o obietivo de prevenir ou atenuar 0s eventos da
inflamacao. Estes séoc os antinflamatorios ndo-esterdides ou ndo-hormonais,
denominados genericamente no Brasil por AINES ou DAINES.

VANE {(1971), demonstrou pela primeira vez que a "aspirina” e similares
(AINES) inibiam a sintese de prostaglandinas, sugerindo que este seria entdo o
principal mecanismo de acdo antiinflamatéria destes medicamentos.  InGmeros
trabalhos laboratoriais se seguiram, ratificando o conceito de VANE e, além disto,
sugerindo outros sitios de agéo para estes farmacos.

ABRAMSON et al (19B4), propuseram-se a determinar se o0s
artiinflamatGrios néo-esterdides exerciam efeitos na ativagao de neutrdfilos, através de
estudos in vifro e in vivo, em humanos. Estudaram a agregacio de neutrofilos, a
geracac de anions superdxidos e a liberacéo de enzimas lisossomais, demonstrando
que os AINES podem inibir estas respostas dos neutrofilos, sendo o grau de inibicdo
varigvel de droga para droga.  Acrescentaram ainda que estas acOes Seriam
independentes da inibigdo da sintese de prostaglandinas.

Sem divida, a etiopatogenia do processo inflamatorio e o seu controle
terapéutico, constituem-se numa das areas de pesquisa mais investigadas em todo ©
mundo, com cada equipe procurando frazer informagdes relativas ao assunto,
esclarecendo-se certas dividas ou, muitas vezes, tornando-o ainda mais complexo e
controvertido.

- Dentro deste contexto, o presente frabalho pretende tambem oferecer
alguma contribuigdo, no que diz respeito aos mecanismos de agdo de drogas com
propriedades antinflamatérias, através de um ensaio laboratorial "in vivo", em
camundongos,
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2 - REVISAO DA LITERATURA
2.1. O PAPEL DO NEUTROFILO NA INFLAMAGAO

A leucodiapedese € uma das principais caracteristicas da resposta
inflamatdria, sendo caracterizada pela emigracéo de leuctcitos de pequencs vasos
sanglineos e seu acumulo nos tecidos injuriados e inflamados (DI ROSA, 1979).

De acordo com ROBBINS et ai. {1986), os tipos de células presentes na
resposta inflamatdria variam com a idade da lesao e com a natureza do estimulo,
Especificamente na inflamagado aguda, os neutrofilos predominam nas primeiras 6 a 24
horas, sendo substifuidos por mondcitos em 24 a 48 horas. Segundo estes autores,
gsta sequéncia pode ser explicada de diferentes maneiras.

1} os neutréfilos tem vida curla, desintegrando-se e desaparecendo apds 24 a 48
horas, enquanto os mondcitos podem sobreviver por periodos mais longos.

2} a migrag8o dos mondcitos é mantida muito depois da migragdo dos neutrofilos ter
cessado. |

3) os fatores quimiotaticos para neutrdfilos e monécitos sdo afivados em diferentes
periodos da resposta.

FERREIRA (1980), relaciona a predominancia dos neutréfilos na
resposta inflamatéria aguda, pela sua maior velocidade de migracdo em relacdo aos
monocios.

Ha algumas excegles a este padrio de exsudagio celular. Segundo
MAJINO (1982), na infecgo aguda produzida por Pseudomonas, os neutréfilos
predominam por 2 a 4 dias; nas infeccdes virais, os linfécitos podem ser as primeiras
células a responder; em algumas reagbes de hipersensibilidade, os eosindfilos podem
s& constituir no principal tipo celular envolvido.

Segundo TROWBRIDGE & EMILING (1989), a ativacao dos sistemas
intracelulares do neutréfilo por mediadores quimicos especificos possuem potenciais
citotoxicos. A liberagdo de constituintes lisossomais e a geragdo de radicais
oxigenados toxicos sdo considerados os dois principais produtos intracelulares dos
PMNSs, podendo causar danos as células endoteliais.

De acordo com KLEBANOFF (1980), os neutrdfilos s&o responsaveis
pela producéo de radicais oxigenados toxicos {&nion super6xido, peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxila) visando a destruicdo de microorganismos invasores e
putras células estranhas. FEntretanto, esse sistema toxico de defesa pode

ocasionalmente ser dirigido as células normais do hospedeiro.
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Segundo BABIOR (1978), a ag#o bactericida do neutréfilo é dependente
do metabolismo do oxigénio, através da produgdo de anion superdxido, perdxido de
hidrogenio e radicais hidroxila.

Em 1981, WEISS et al, demonsiraram que 0s neutrdfilos humanos
- podem destruir uma cultura de células endoteliais, através da formacao de peréxido de
hidrogénio {H,0,).

HARLAN ot al. em 1981, num ensaio in vifro onde foram empregadas
ceélulas endoteliais humanas e neutrdfilos ativados por zymosan, concluiram que
protleases neutras derivadas de neutrfilos controlam a separacéo de células
endoteliais, atraves da digestio de proteinas da superficie celular endotelial, incluindo
a fibrinonectina.

Segundo WEDMORE & WILLIAMS em 1981, além da fungéo de gerar
radicais toxicos com propriedades destrutivas, os neutrdfilos também teriam um papel
importante no controle da permeabilidade capilar e consequente formagéio de edema.

Da mesma forma, FANTONE et al. (1982) e PALMBLAD (1984), estéo de
acordo que a produgao de radicais oxigenados toxicos pelos neutréfilos podem causar
danos a muitos lipos de esiruturas, tendo como consequéncia o aumento da
permeabilidade vascular e formagao de edema.

ABRAMSON et al, em 1984, observaram que a iesdo de membranas
celulares e a degradagdo de acido hialurdnico pode resuitar da liberagéo de produtos
derivados do oxigénio celular, durante a atividade dos fagocitos polimorfonucieares.

O soro, os liquidos teciduais e as células alvo possuem mecanismos
protetores antioxidantes que inativam os radicais oxigenados potencialmente tdxicos.
Mas a eficacia desses mecanismos protetores vai depender do equilibrio entre
producéo e inativago destas moléculas por células e tecidos (WARD et al., 1983).

Segundo ROBBINS et al 1986, os neutrdfilos contém granulos
lisosstmicos (especificos e azurdfilos), que quando liberados, podem contribuir para a
resposta inflamatdria, A infiltragdo Ieucocitaria inicial, se ndo debelada, pode
potencializar ¢ aumento da parfheabilidade vascular, da quimiotaxia e do dano
tecidual.

Entretanto, da xﬁesma forma que com 0s radicais oxigenados, essas
proteases nocivas S&0 controladas por um sistema de antiproteases no soro e nos
liquidos teciduais, sendo necessério portanto um equilibrio entre a produgéo e a
inativacio dessas enzimas, para o sucesso do processo (JANOFF et al., 1982).

Existe uma série de agentes quimiotaticos para leucdocitos, tanto de

origem endodgena como de origem exégena, sendo que um dos mais importantes € o
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leucotrienc B,, um dos principais produtos do metabolismo do acido araquidénico, via
lipoxigenase.

Segundo TURNER et al. (1975) e VANE & FERREIRA (1579), o
leucotrieno B, constitue-se um dos mais potentes estimufos de migragdo leucocitéria
no local da inflamacao, fato confimado por MALMSTEN et al. (1980), que estudaram
os efeitos de varios metabdlitos do acido araquidbnico na quimiotaxia de PMNs, em
resposta ao peptidio FLMP, na presencga de inibidores da cicloxigenase e lipoxigenase
(FORD-HUTCHINSON et al., 1880).

O lsucotrieno B, parece também induzir a secregdo de enzimas
isossomais dos neutrdfilos (GOETZL & PICKETT, 1980), a agregacdo e aderéncia
destas ceiulas ao endotelio vascular (PALMBLAD et al., 1981; HIGGS & MONCADA,
1885}, como também geracao de jons superdxidos {MOILANEN et al., 1988).

UTOH et al. (1988), estudando a influéncia do trauma cirdrgico sobre a
funcao dos neutrfilos, em humanos, concluiram gue 0s PMNs no periodo
pos-operatorio tém uma alta capacidade em produzir leucotrienos, inclusive o LTB,.
Paralelamente, baixos niveis de radicais superdxidos foram detectados no mesmo
modelo de estudo. Acreditam que tal fato possa ser explicado em decorréncia da

maior proporgdo de neutréfilos imaturos, no pos-operatorio imediato.



2.2, CORTICOSTEROQIDES E A MIGRAGAO LEUCOCITARIA

Os corticosterdides sdo responsaveis por diferentes acgdes 8 sfeitos
farmacolgicos, destacando-se aqueles relacionados ao processo inflamatdrio.
Segundo a grande maioria dos pesquisadores, a agdo antinflamatéria dos
corticosterdides pode ser atribuida a maltiplos mecanismos.

SCHAVER (1974) atribue aos corticéides a habilidade de conter a
vasodilatag@o provocada por cininas vasocativas, como a histamina e bradicinina.

SUGIO & TSURUFUGI (1981) demonstraram, em ratos, que a supressio
da exsudacéo plasmatica conseguida através da administracéo de betametasona, nas
doses de 0,03, 0,1 e 0,3 mg/Kg, ndo é acompanhada por alteraches do conteudo
sanguinea e parece ndo ser dependente de efeitos vasoconstritores.

CLAMAN {1983), acredita que os corticosterdides possam antagonizar o
sistema das cininas plasmaticas (bradicinina, em especial), o qual possue papel
significativo na modulacdo das respostas vasculares do processo inflamatoério.

STOUGHTON (1969), ja considerava que a vasoconstriccdo enérgica
produzida pelos corticosterdides constituia-se num importante mecanisimo de acio
artiinflamatoria, servindo inclusive como modelo de estudo para se avaliar a poténcia
de compostos esterdides sintéticos.

Segundo JOHNSON et al. (1882), tal assertiva estd suportada pela acéo
inibitdria dos corticosterdides sobre a sintese de prostaglandinas pelos fibroblastos da
pele, celulas sanguineas e endotélio vascular, assim como pela modulagdo da
resposta das céluias da musculatura vascular lisa aos agentes vasoconstrictores.

CLAMAN (1983}, responsavel por um cuidadoso artigo de reviséo dos
mecanisros antiinflamatonos dos corticosterdides, também admite que o8 Mesmos
s&0 possuidores de uma acdo direta no sistema vascular, quando aplicados
thpicamente  ou administrados por via sistémica. Segundo este autor, o
exiravasamento de células e fluidos do compartimento infravascular para tecidos
circunvizinhos, é inibido por estes medicamentos, sendo este efeito consequente a
acdo vasoconstritora combinada & limitagdo do trafico de leuctcitos. Além disto, os
corticosterdides aumentariam a integridade endotelial vascular e diminuiriam a
permeabilidade capilar, reduzindo desta forma a marginalizagdo e ades@o de
neutréfilos na fase inicial da inflamacdo. Ainda acrescenta que, possiveimente, o
principal mecanismo de agdo antiinflamatonia dos corlicosterdides seja a redugdo

combinada do acamuio de neutrdfilos e mondcitos macréfagos no sitio inflamatério.



Prova disto é que trés décadas antes, FRUHMAN (1962), estudando a
mobilizacdo de neutrdfilos na cavidade peritoneal de ratos, demonstrou que guando 0s
animais eram fratados com corticosterdide, injetado intraperitonealmente, ocofria uma
diminuigdo acentuada do acumulo destas células, sugerindo um efeito direto da droga
‘spbre a microcirculagdo sanguinea.

Trabaihos mais recentes foram acrescentando conhecimentos cada vez
mais detalhados, sobre os mecanismos de acgéo antiinflamatoria dos corticosterdides.

Um controle multiplo da inflamagdo pelos corticosterdides foi proposto
por Di ROSA et al. (1985). Reunindo os achados oblidos por sua equipe e pelas de
outros pesquisadores (DANON & ASSOULINE, 1978, BLACKWELL et al., 1980;
HIRATA et al., 1980; JOHNSON et al,, 1982; PARENTE et al., 1984), estes autores
sugeriram que o mecanismo de acdo dos corticosterdides esta centrado na formagéo
de um complexc receptor-esteroide citoplasmatico, que penetrando no nucleo de
células-alvo, estimulam um RNA que induz a sintese de proteinas efetoras. Tais
proteinas seriam  as lipocortinas, que inibem a sintese da fosfolipase A e,
consequentemente, dos principals metabdlitos do acido araquidonico (prostaglandinas
& leucotrienos), as vasocortinas (que modulam a resposta vascular) e peptideos que
aurnentariam os niveis fisiologicos de cininase | {(enzima conversora de angiotensina).

A combinacio dos efeitos destas proteinas, segundo os pesquisadores,
acorre com o cortisol em niveis fisiclégicos como também em doses supra-fisioldgicas
de corticosteroides sintéticos, podendo ajudar na formulac@o de uma hipdtese
aceitavel para a compreensdc do controle da resposta inflamatoria por estes
medicamentos.

Com relacdo aos efeitos dos corticosterdides sobre a migracgao
leucocitaria, aspecto de grande interesse a esta pesquisa, & literatura mostra que o
numero de neutrdfilos circulantes no sangue & geralmente aumentado pela
administracdo de corticosterdides em ratos (FRUHMAN, 1962), camundongos
{THOMPSON & van FURTH, 1970) e humanos (BOGGS et al., 1964). A despeito do
alto numero de neutrdfifos circulantes, a maioria dos experimenios tém demonstrado
um menor actmulo destas células em areas inflamadas.

Uma redugio marcante da migragdo celular apos a implantacéo de
esponjas piasticas ndo reabsorviveis, em ratos, foi observada apos doses moderadas -
{10 mg/Kg) de hidrocortisona (SAXENA, 1860).

ISHIKAWA et al. (1969) trabalharam com a hidrocortisona, prednisolona,

triamcinolona e betametasona, concluindo que o efeito inibitorio destas drogas sobre a



emigragéo de leuctcitos varia de acorde com a poténcia das mesmas e com a dose
empregada.

VINEGAR et al. {1972) empregaram a betametasona (0,2 mg/Kg, via
intraperitoneal), obtendo uma diminuicdo de mais de 50% do nimero de neutrdfilos

“que foram mobilizados na cavidade pleural de ratos injetados com caolim.

PERPER st al, (1974), usando neutréfilos marcados com Cr®', obtiveram
uma inibicdo substancial (61%) do acumulo destas células em patas de ratos
inflamadas pela carragenina, quando previamente tratados com a parametasona, na
dose de 1mg/Kg, por via oral.

SHEA & MORSE (1978), documentaram 2 inibigdo da quimiotaxia de
neutrdfilos humanoes, induzida pelos corticosteroides.

GOLDSTEIN et al. {(1976) demonstraram a depress@o da funcéo dos
neutrofilos, em humanos, apos tratamento com corticosterdides.

THIEME et al. (1982), estudaram os efeitos in vivo e in vifro da
dexamstasona, sobre a migracao de leuctcitos em ratos, demonstrando a ocorréncia
da inibic&o da migracéo normat de céluias mononucleares e polimorfonucieares para a
area inflamada. As doses de corticosterdide empregados neste experimento variaram
de 0,03 a3 0,3 mg/Kg.
| ANDRADE (1985), através do metodo da janela na pele ("Skin Window™),
em ratos, observou que a migragdo leucocitaria & érea inflamada era drasticamenie
reduzida, quando os animais eram previamente tratados com a betametasona, em
duas doses de 0,05 mg/Kg, com intervalo de 3 horas.

TAYLOR & CLARKE (1988) demonstraram mais uma vez que o0s
corticosterdides inibem a sintese de leucotrienos, dentre eles o LTB,, um dos mais
polentes agentes guimiotaticos para leucdcitos.

Segundo HIGGS & MONCADA (1985), a inibigao in vitro dos leucotrienos
pelos antiinflamatdnos ndo esterdides, nem sempre € comprovada em estudos in vivo.
De acordo ainda com estes autores, somente a BWT7SLL e a dexametasona
demonstraram inibir a producdo de leucotrienos, in vivo.

FILEP (1988) reportou que a acgdo antiinflamatéria dos corticosterdides
pode ser devida, em grande parte, a capacidade destes medicamentos em diminuir a
sintese de LTB pelos leucdcitos polimorfonucleares neutrofilicos.

MUNIAIN et al, (1988), argumenta que existe muita similaridade entre os
ritmos circadianos do cortisol e dos neutrofilos circulantes. Ambos apresentam vaiores

baixos 8 noite e altos valores no inicio do periodo da manhd Segundo os
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pegquisadores, ndo esta determinado ainda se concentragbes fisioidgicas de cortisol
podem inibir @ quimiotaxia de neutrofilos.

VIEIRA et al. {1989) procederam a estudos hematoidégicos da série
branca em 15 pacientes, submetidos a cirurgias buco-maxilo-faciais, tratados com 20
'mg de dexametasona no poés-operatorio imediato. Obtiveram um aumento do numero
total de leucteitos circulantes no sangue no periodo pés-operatério, sendo que a
contagem diferencial destas células mostrou que os neutrdfiios eram os responsaveis
por tais allerages quantitativas, desde que o numerc das demais células brancas
estava diminuido.

ANDRADE (1991}, demonstrou que a betametasona, quando
administrada na dose uUnica de (1 mg/Kg, em camundongos, diminuia
significativamente (p<0,05) a emigracdo de leucocitos para a cavidade peritoneal,

induzida artificiaimente pela ovoalbumina.
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2.3. ANTHNFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES (AINES) E A MIGRAGAOD
LEUCOCITARIA

Dois  bioguimicos suecos, SUNE BERGSTROM e BENGT L
SAMUELSSON e um inglés, JOHN R. VANE, ganharam o Prémio Nobel de Medicina
por suas pesquisas sobre as prostaglandinas. Merecido prémio, alids esperado, nédo
apenas pelo valor das contribuicbes cientificas dos laureados, mas também pelas
dificuldades tecnicas do estudo dessas substancias.

VANE (1971), atraves de uma série de experimentos em pulméo de

cobaias, demonstrou que muilos dos efeitos terapéulicos e colaterais da aspirina e

da sintese de prostaglandinas, acrescentando gue os leuctcitos se constituiam numa
das principais fontes geradoras destes autacbides, em resposta & injuria das
membranas celulares, ponto de partida da resposta inflamatoria.

Entretanto, como ja foi dito anteriormente, os leuctcitos (especialmente
0s neutrofilos) s8o responsaveis pela liberagdo de outros produtos, pro-inflamatodrios,
como as enzimas lisossomais, radicais oxigenados téxicos e 0s leucotrienos.

Em fungao disto, autores como Di ROSA et al. (1972), j& procuraram
sstudar os efeilos de drogas antiinflamatorias ndo esteroides sobre a migracéo
leucocitaria, chegando as seguintes conclusdes:

1. Os leucécitos polimorfonucleares sac pobremente susceptiveis aos AINES,
baseado no fato de que a indometacina néo inibiu a emigracao de leucdcitos em
joelhos de cies injetados com urato de sédio, um irritante que causa migracéo celular
sustentada pelos polimorfonucleares,

2. Existe uma diferente susceptibilidade das células envoividas na inflamacédo aguda
aos AINES.

3. Os AINES sf@o mais especificamente efetivos na prevencéc da migragdo de
mononucieares, células responsaveis pelos processos inflamatdrios cronicos.

Dando sequéncia aos seus esiudos, DI ROSA (1974), observou um
efeito inibitdrio de alguns AINES sobre os niveis de prostaglandinas e emigracdo de
jeucteitos em exsudato pleural de ratos, induzido pela carragenina. As drogas em
estudo diminuiram os niveis de prostaglandinas no exsudato inflamaidrio bem como
previniram a emigracéo de leucocitos. Os leucteitos emigrados foram considerados,
segundo o autor, como a maior fonte geradora de prostaglandinas dentro da area

inflamada.
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Iniciaimente pensou-se gue os AINES néo tivessem agdo na outra via
metabolica do acido araquiddnico, mediada pela lipoxigenase, que leva a producédo de
isucotrienos e lipoxinas. De fato, MOILANEN et al. (1988) observaram que os AINES
apenas em aitas concentragbes inibiam a sintese de LTB,.

Entretanto, HOCHBERG (1989), baseado na evidéncia de que o
leucotrieno B, se constitui num poderoso agente quimiotatico para os leucocitos,
sugeriu que a inibigdo de sua sintese pelos AINES poderia contribuir para a acfo
antiinflamatoria dessas drogas.

iP et al. (1990) estudaram os efeitos dos AINES sobre a quimiotaxia dos
nautrdfilos in vivo e in vifro. De acordo com estes autores, os AINES ndo tém efeito
sobre a resposta quimiotatica de células maduras in vitro, mas suprimem a quimictaxia
quando administrados in vivo por fempo prolongado. 1sso poderia ser explicado,
segundo eles, por efeito dos AINES sobre a maturagéo celular antes da liberagéo
destas para a circulagéo.

Apds a migragéo dos leucdcitos para a drea lesada, ocorre a agregagao
dessas células e, como consequéncia, perturbactes simultaneas em sua membrana
celular atraves de subsiancias sinalizadoras, permitindo a ativago de sistemas
intracelulares. Estes, por sua vez, apresentam um potencial citotoxico, sendo que os
mais conhecidos sdo aqueles formadores de radicais oxigenados e a hiberagédo de
constituinies lisossomais (HARLAN et al., 1981).

Segundo DORMANDY (1980}, existe normalmente na circulagéo
antiproteases que neutralizam as enzimas destrutivas liberadas, além de radicais que
varrem 08 anions superoxido. Entretanto, em condigbes inflamatdrias crénicas,
persiste a estimulacdo dos leucocitos polimorfonucleares, aumentando sobremansira
os potenciais citotdxicos, sobrepujando assim os mecanismos de defesa do organismo.

Os AINES sdo capazes de modular a fungdo de leucdcitos
polimorfonucieares (LACKIE, 1977, OFLAHERTY et al, 1979, SMOLEN &
WEISSMANN, 1880). As fungbes das células afetadas por essas drogas in vitro
incluem liberacéo extracelular de enzimas lisossomais (DAVIES et al., 1984; PALMER
& SALMON, 1985), quimiotaxia e motilidade espontanea (BROWN & COLLINS, 1978,
SMITH & WALKER, 1880) e a produgéo de anion superdxido (0,), um agente
bactericida (FRIMAN et al., 1986; NEAL et ai., 1987).

ABRAMSON et al. (1984) realizaram ensaios in vitro e in vivo, para
avaliar os efeitos dos AINES sobre as funges dos neutrdfilos. Demonstraram que, in
vitro, o ibuprofeno ndo afetou a liberagdo de enzimas lisossomais como a geracaoe de
radicais superdxidos. Ao contrério, o piroxicam inibiu ambos os fendmenos. Este
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mesmo medicamento quando empregado em humanos, na dose de 20 mg/dia
demonstrou 08 mesmos efeilos observados in vitro, além de reduzir também a
agregracdo de polimorfonucleares,

Segundo estes autores, a maioria dos AINES parece inibir a fung@o dos
" neutrdfilos, sendo que o grau de inibigdo varia de droga para droga, de maneira dose
dependente. Acrescentaram ainda que tais efeitos sdo independentes da acdo sobre
a sintese de prostaglandinas.

KAPLAN et al. {1684), obtiveram resultados semelhantes aos descritos
no paragrafo anterior, quando empregaram © piroxicam em humanos, na dose
tarapéutica diaria de 20 mg.

BIEMOND et al. {1986), tambem concluiram que a funcdo dos neutrdfilos
de individuos tratados com piroxicam, em doses terapéuticas, & significativaments
reduzida.

ABRAMSON & WEISSMANN (1889) investigaram o processo de ativagéo
do neutréfilo em detalhes. E importante destacar-se alguns aspectos desse
mecanismo, desde que sao relevantes para o entendimento da acao dos AINES.

Quando um neuirdfilo recebe um estimulo apropriado (complexos
imunes, agentes quimiotaticos - FMLP, C5a, Concanavalina A, LTB,, efc.) uma série de
reagdes metabdlicas se inicia com um aumento dea calcio intracelular @ mobilizacao da
proteina C-quinase na membrana. Em segundos, ocorre a liberagdo de produtos
potencialmente tdxicos como os granulos de proteases e 0s radicais oxigenados.

De acordo com HOCHBERG (1989}, a agregacéo dos neutrdfilos é o
sinal desses eventos intracelulares, como o prelddio da degranutacéo e liberacdo de
enzimas destrutivas dos tecidos.

A ativagdo do neutrdfilo envolve a interagdoc de um agente ativador
(FMLP, Cha, PMA, eic.) ao receptor na superficie celular. Essa interacdo nao
somente inicla uma série de processos metabolicos, gque wtilizam os lipideos da
membrana como subsirato para formagao de mediadores extracelulares, mas também
engatitha o caminho de um segundo mensagewo intracelular, gue inicia-se com ©
catabolismo do fosfatidil-inusitol bifosfato {PiP,) seguido da ativagéo da proteina
C-guinase e mobilizago de calcio. O que ocorre a seguir é a formagéo de superdxido,
agregacac de neutrofilo e degranulagdo. Em altas doses os AINES parecem interferir

com o mecanismo de gatitho situado na membrana para a ativagéo do neutrdfilo.

Para um melhor entendimento do que foi dito, observar a FIGURA 1.
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FIGURA 1 - Alivacdo do neutrdfilo & o provavel mecanismo de
interferéncia dos AINES (HOCHBERG, 1989).

MINTA et al. (1985) compararam & capacidade dos AINES em modular a
producéo de O, pelos PMN estimulados com dois tipos de agentes - FMLP (acetato de
N-formil miristato) & PMA (acetato de formol miristato). Esses agentes s&o conhecidos
por reagir com lugares distintos nos receptores localizados na membrana celular dos
FMN. Dos AINES testados, o piroxicam foi um dos inibidores mais potentes na
formacao de O, quando o agente usado foi 0 PMA. Ja quando o FMLP foi empregado,
o diclofenaco foi o inibidor mais potente na formagéo de O,. Os autores concluiram
que a acao inibitdria dos AINES pode modular o processo de interacdo
receptor-ligante.

PERIANIN et al. (1980), demonstraram que a estimulagao de leucocitos
polimorfonucieares potencta a recaptacdo do diclofenaco sbdico e, como
consequéncia, a inibigdo da quimiotéxia. Desta forma, formularam a hipotese de que
aste AINES se constitue num forte quimiotatico negativo para a locomogdo de

leucocitos.
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3 - PROPOSICAO

Em vista do importante papel dos leucocitos na resposta inflamatodria, e
. da complexidade dos mecanismos de agdo das drogas anfiinflamatorias, propbs-se
neste trabatho:
- Avaliar os efeitos de um corticosterdide {betametasona) e de dois
antiinflamatérios ndo esterdides (piroxicam e diclofenaco potassico),

sobre a leucodiapedese, in vivo, em camundongos.
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4 - MATERIAL E METODOS

1. SELECAQ DE ANIMAIS
_) Foram utiizados nesta pesquisa 40 camundongos SWISS aduiltos,
machos, pesando 25+-2g , provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP.  Os

mesmos foram alimentados com ragdo comercial (PRODUTAR® ANDERSON
CLAYTON 8/A) e agua a vontade.

2. GRUPOS DE ESTUDO E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram distribuidos aleatdriamente em 4 grupos de
estudo, cada um com 10 camundongos. Apods a anfissepsia da parede abdominal com
isopropanol a 70%, os mesmos receberam o©s seguintes tratamentos, pela via
intraperiioneal;

GRUPO | - solucdo salina (NaCl a 0,9%) num volume equivalente aqueles
empregados nos demais grupos. Desta forma, constituiu-se no
grupoc CONTROLE.

GRUPO |l - betametasona (CELESTONE® INJETAVEL - Industria Quimica
e Farmacéutica Schering Plough Ltda), na dose unica de

0,1mg/Kg de peso corporal.

GRUPO it - piroxicam (FELDENE ® INJETAVEL -Laboratérios Pfizer Lida),

na dose unica de 0,5mg/Kg de peso corporal.

GRUPO IV - diclofenaco potassico (CATAFLAM® INJETAVEL- Biogalénica

Quimica e Farmacéutica Lida.), na dose unica de 2mg/Kg de

peso corporal.

Exatamente 1 hora apés os tratamentos acima descritos, de acordo com
o grupo experimental, 0s animais receberam uma injecéo de 0,1 mi de uma solugao
{10 mg/ml} de ovoalbumina (Albumin avs Eiern, Erg. B, Riedel - de Haén), via
intraperitoneal, com o objetivo de estimular a emigracdo de leucocitos da corrente
sang(inea para a cavidade peritoneal. Todos estes procedimentos foram realizados
sob rigorosas condigdes de assepsia, prevenindo-se assim a contaminacio da
cavidade peritoneal dos animais em estudo.
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Decorridas 5 horas da injecdo de ovoalbumina, procedeu-se entdo ao
sacrificio dos animais e colheita do fluido peritoneal, obedecendo-se aos seguintes
passos técnicos, modificados em parte do modelo de estudo descrito por FRUHMAN
{1964);

a - Anestesia geral profunda, atraves da inalacao de éter sulfarico;

b - Sacrificio dos animais, através da secc@o dos vasos sanguineos do

pescogo, deixando-se 0 sangue fluir naturalments,

¢ - Fixac2o dos animais & mesa operatoria;

d - Exposigéo cirirgica da cavidade peritoneal, através de uma incis&o

linear da pele {regido abdominal) e divulsao dos tecidos ate a altura do

externo.  Neste ponto, procedeu-se a uma nova incisao, relaxante,
permitindo o rebatimento da pele dos animais,

e - Fixagédo, a mesa cirurgica, da pele rebatida, de modo a formar uma

bolsa com a parede peritoneal externa;

f - Injecdo intraperitoneal de um volume constante de 3 mi de uma

solucdp de PBS (PHOSPHATE Buffered Saline) heparinizada,

empregando-se para tal fim, uma seringa de 5mi e agulha hipodérmica de
fino calibre {13x3,8mm);

g - Massageamenio delicado dos limites da cavidade peritoneal, pelo

tempo de 10 segundos;

h - Colheita do fluido peritoneal com uma seringa de plastico de 5 mi e

agutha hipodérmica de grosso calibre (40x12mm). Para tal,

ntroduziu-se a mesma na parte mais alta da cavidade perntoneal, em
direc@o a bolsa formada até atingir-se 0 meio desta, evitando-se deste
modo o contato da agulha com os tecidos da cavidade abdominal

(infestings, mesentério, epiplon, eic). Aspirou-se cuidadosamente o

fluido peritoneal, obedecendo-se sempre 0 volume padrdo de 2 mi para

cada animal,

i - Deste volume, separou-se 0,9 mi em tubos de ensaio contendo 0,1 mi

de solugdo de TURK, homogeneizando-se. O volume restante do

material obtido foi desprezado.

Entre a colheita de material de um animal para outro, tomou-se o cuidado
de lavar a agulha com agua destilada (duas vezes), solugdo de PBS (duas vezes) e

solucdo de PBS/heparina {uma vez), sempre nesta ordem.
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3. CONTAGEM DE LEUCOCITOS E ESPECIFICA DE NEUTROFILOS
Com o auxilio de uma camara de Neubauer dupia espelhada e de
um microscépio optico (ZEISS-West Germany), procedeu-seé a contagem global de
lsucocitos, empregando-se um aumento de 400 vezes.  Devido ao grande numero
“destas células na amostra, a quantificagdo das mesmas foi efetuada levando-se em
consideracdo o namero reiativo de leucdcitos, situados no campo quadriculado central
da camara de Neubauer,
Para a contagem diferencial de neutréfilos, colocou-se uma guantidade
padronizada da amostra em laminas histolégicas. Apos a sedimentagdo das celulas,

a leitura foi feita 8o microscopio 6ptico, em imersdo, no aumento de 1.000 vezes.

4. ANALISE ESTATISTICA
Os valores obtidos para a contagem global de leucdcitos, e
diferencial para neutrofilos, por grupo estudado, foram tratados estatisticamente
através de uma analise de variancia e aplicagdo do teste de TUKEY, a um nivel de

significancia de 5%.

ORS.: A composigdo, bem como os cuidados na preparagdo das solugbes de
ovoalbumina, PBS, PBS/heparina e liquido de TURK encontram-se descritas no
Apéndice deste trabalho.
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5. RESULTADOS

Como era esperado, 5 horas apos a injecdo do agente quimiotatico para

eucdeitos (ovoalbumina), e obedecidos os demais procedimentos descritos no capitulo

nterior, o fluido peritoneal dos 40 camundongos apresentou um grande ndmero
essas células, permitindo a sua quantificacéo.

1. CONTAGEM GLOBAL DE LEUCOCITOS

Os dados correspondentes a contagem global de leucdcitos

numero relativos), por animal estudado, @ seus respectivos valores médios, dentro de
cada grupo experimental, encontram-se expressos na TABELA 1.

TABELA 1. Contagem giobal de leucdcitos (numeros relativas), por animatl

studado, e seus valores médios, dentro de cada grupo experimental.

GRUPO
ANIMAL i il H 1\
CONTROLE BETAMETASONA PIROXICAM DICLOFENACO POTASSICO
1 184 118 216 184
2 185 87 226 176
3 186 116 246 235
4 176 112 249 236
5 171 146 221 183
6 158 126 236 180
7 180 86 241 210
8 173 105 249 196
! 186 119 241 253
10 170 120 221 191
MEDIA 176.9 13,5 2346 2044

Os dados constantes na TABELA 1 foram submetidos a uma analise de

variéincia com um critério de classiicagio, apresentado na TABELA 2.

TABELA 2. Andlise de varidncia, relativa aos dados da TABELA 1.

CAUSASDE  GL sa QM F
VARIACAO | ;
""" GRUPO 3 725688 24190633 73,3495
RESIDUO 36 11.864.2 329,561
TOTAL 39 84.433 1
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0 valor de F, apresentado na TABELA 2, ¢ significante ao nivel de 5%.
Para comparar as médias de grupos, duas a duas, foi aplicado o teste de TUKEY. O
vaior da diferenca minima significativa {d.m.s.}, ao nivel de 5% de significéncia, é
21,87 Com base neste resultado, pode-se afirmar gue, em média, ¢ ndmero de
leucdcitos computados no fluido peritoneal dos animais do Grupo Il & do Grupo 1V,
fratados com piroxicam e diclofenaco potassico, respectivamente, s80 maiores do que
agueles obtidos nos animais dos Grupos | e |l (respectivamente fratados com salina e
betametasona). Também pode-se afirmar que, em média, os valores obtidos para o
grupa i (betametasona) sd@o menores que aqueles anotados para o Grupo | {tratado

com soluglo salina).

A FIGURA 2, ilustra a grandeza relativa das médias:

LEUCOCITOS (n.o relativo)

250
20 -1- CONMTROLE
EH
LR - I -BEYAMETASONA
150 v~
ALPIROKICAM
AV-DICLOFEMACO
POTASSICO

GRUPOS

FIGURA 2 - Valores médios do numero relativo de leucdcitos, por grupo
experimental.
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2. CONTAGEM DIFERENCIAL PARA NEUTROFILOS

Os dados relativos a contagem diferencial para neutréfilos (expressos em

porcentagem), por animal estudado, e seus respectivos valores médios, dentro de cada
grupo experimental, encontram-se expressos na Tabela 3.
TABELA 3. Contagem diferencial para neutréfilos (em porcentagem), por

ammal estudado e seus valores medios, dentro de cada grupo experimental.

GRUPO

ANIMAL i I i Y
CONTROLE BETAMETASONA PIROXICAM DICLOFENACO
POTASSICO

1 28 30 30 27

2 30 27 30 36

3 30 26 28 34

4 24 27 30 38

5 28 32 35 24

6 22 22 33 28

7 33 24 28 25

8 32 19 32 26

9 30 25 32 30

10 30 23 31 27

MEDIA 28,7 255 30,9 29,5

Os dados constantes da Tabela 3 foram submetidos a uma analise de

variancia com um critério de classificacdo, apresentada na TABELA 4.
TABELA 4. Analise de vanancia, relativa aos dados da TABELA 3.

CAUSAS DE
VARIACAO GL. s.Q. Q.M. F.
GRUPO 3 167,275 55,75833 2,34635
RESIDUO 36 855,5 23,76389
TOTAL 39 1022775

O valor de F, apresentado na TABELA 4, é significante ac nivel de 5%.
Para comparar as médias de grupos, duas a duas, foi aplicado o teste de TUKEY. O

valor da diferenca minima (d.m.s.) ao nivel de 5% de significancia, é de 4,95, Com

base neste resultado, pode-se afirmar que, em meédia, 0 numero de neutrdfilos
computados no fluido peritoneal dos animais do grupo il (tratados com piroxicam), é

maior gue aguele obtido nos animais do Grupo l, tratados com betametasona.
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Para uma melhor ilustraco da grandeza relativa das médias, observar a

FIGURA 3 abaixo:
Neutrdfilos (%)
4
0 ] -CONTROLE
[T} -n-BETAMETASONA
X) L~
» JA-PIROXICAM
10 JV-DICLOFENACO
POTASSICO

FIGURA 3. Valores médios da contagem diferencial para neutrdfilos (em
porcentagem - %), por grupo experimental.
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6. DISCUSSAOD

De acordo com Bi ROSA (1979), a2 cavidade peritoneal de animais de
laboratdrio tem sido um dos locais favoritos para o estudo das reaces inflamatdrias,
para onde os leucocitos emigram apds a injecdo local de um agente irritante. Em
diferentes intervalos de tempo {(entre 3 a 24 horas), as células podem ser colhidas do

fluido peritoneal e sua contagem determinada.

Varios tipos de irritantes (dleo mineral, endoloxinas bacterianas,
glicogénio, caseina, ovoalbumina, eic.) e diferentes espécies animais (ratos, cobaios,
camundongos) tém sido empregados neste estudo.

FRUHMAN (1964), observou que as celulas livres do fluido peritoneal séo
ideais para estudos morfologicos e quantitatives. Segundo este autor, existem vérias
razfes pelas quais o fluido perifoneal do camundongo é adequado para o estudo dos
leucocitos extravasculares, ou sejam:

1% - No camundongo ndo estimulado, o numero e tipos de células livres do fluido
peritoneal s&o praticamente constanies. Embora alteracbes rapidas e dramaticas
possam ocorrer na populacao celular apos manipulagao experimental, o sistema
se reequilibra e a mesma tende a retornar a niveis normais. Assim, o fluido
perifoneal do camundongo parece estar sob controle de mecanismos
homeostaticos.

2° -~ Substéncias injetadas intraperitonealmente provocam primeiramente uma resposta
celular local. Com certeza, nenhum compartimento do organismo pode ser
considerado come sendo totaimente fechado ou isolado. Se a cavidade
peritoneal for inundada com grande quantidade de fluidos ou outras substancias,
sua utilidade para se estudar uma resposta iocal pode ser perdida.  Por outro
lado quando pequenas quanitidades de substancias s8o injetadas
intraperitonsalmente, algum remanescente fica localizado dentro da cavidade
peritoneal por um longo periodo de tempo.

3° - Os camundongos parecem depender mais de fatores celulares do que humorais
em defender a cavidade peritoneal de varios tipos de estimulos.

4° - Desde que o fluido peritoneal de camundongos ndc estimulados contéem poucos
neutréfilos, este é um sitio ideal para se detectar & quantificar o influxo destas
células, mesmo em pequeno numero.

Quiro ponto da metodotogia que merece uma justificativa, diz respeito as
doses dos medicamentos empregados neste estudo. As doses de 0,1, 0,5 & 2 mg/Kg

de betametasona, piroxicam e diclofenaco potassico, respectivamente, se constituem
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na DEg, (dose eficaz mediana) para a inibicdo do edema de pata, induzido pela
carragenina, um modelo de estudo classico da inflamag8o mediado pelas
prostaglandinas (MENASSE et al., 1878, MAIER et al., 1979 THIEME et al, 1982 e
SCHOLER et al., 1986), |

. Os resuitados obtidos no presente trabaiho, mostraram que a contagem
global de leucdcitos e diferencial para neutrdfilos na cavidade peritoneal de
camundongos, de acordo com o tratamento empregado, apresentou valores diferentes,
estatisticamente significantes ou néo.

No Grupo | (Controle), relativo aos animais tratados com solugéo salina,
a resposta leucocitaria caracterizada pela emigracao e acumulo destas celulas na
cavidade periloneal, deve-se inicialmente a acédo da ovoalbuming, em decorréncia de
suas propriedades guimiotaticas. Provavelmente, numa segunda elapa, os proprios
leucocitos possam ter potenciado tal fendomeno através da geracéo de leucotrienos,
especialmente o LTB,, que tem propriedades quimiotaticas potentes. E importante
destacar que o traumatismo provocado pela aguiha hipodérmica, bem como a injegéo
intraperitoneal de solugdo salinag, s8o fatores despreziveis na indugdo da
leucodiapedese, como ja demonstrado por FRUHMAN (1664).

Em relacdo ao Grupo I, cujpos animais foram tratados com a
betametasona, o fluido peritoneal apresentou um menor numero de leucocitos se
comparado aos demais grupos experimentais. A diferenca foi estatisticamente
significativa, estandc de acordo com 0s achados de oulros autores que ftrabatharam
com diferentes modelos de estude e corticosterdides, mas com o mesmo objetivo
(FRUHMAN, 1964; ISHIKAWA et al., 1969; VINEGAR st al, 1972; PERPER et al,
1974; GOLDSTEIN et al., 1976, SHEA & MORSE, 1978, THIEME et al., 1982
ANDRADE, 1985, ANDRADE, 1891).

Duas agdes farmacologicas da  betametasona, provavelmente
interdependentes, poderiam explicar este efeito inibitdrno sobre a leucodiapedese. A
primeira, caracterizada pela propriedade atribuida aos corticosterbides em conter a
vasodilalagdo e ¢ aumentc da permeabilidade capilar (FRUHMAN, 1964,
STOUGHTON, 1969 e SCHAVER, 1974), através de mecanismos conjuntos como a
antagonizacio do sistema de cininas plasmaticas (CLAMAN, 1983}, atenuagdo da
liberacéo de prostaglandinas (JOHNSON et al., 1982) ou ainda a indugédo da sintese
de vasocortina (Di ROSA, 1985}

A segunda acdo farmacologica refere-se a habilidade dos corticoides em

diminuir a geracao de leucotrienos pelos leucocitos, especiaimente o LTB,, o qual é
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responsavel pelo continuo recrutamento dessas mesmas células ao local inflamado
{HIGGS & MONCADA, 1985; TAYLOR & CLARKE, 1986; FILEP, 1988).

Em relago a contagem diferencial para neutrdfiios, 0 nimerc destas
células no fluido peritoneal dos animais tratados com a betametasona também foi
menor quando comparado ao dos outros grupos, apesar desta diferenga nao ser
estatisticaments significante, Este achado pode indicar que a betametasona exerce
uma acdo anti-quimiotatica mais potente sobre os polimorfonucieares neutréfilicos,
conceito que encontra suporte nos trabalhos de VINEGAR et al. (1972), SHEA &
MORSE (1978}, THIEME et al. {1982) enire outros.

No que diz respeito a contagem giobal de leucocitos da cavidade
paritoneal dos camundongoes dos Grupos It e IV {animais tratados com piroxicam e
diclofenaco polassico, respectivamente), esta foi significativamente maior que a
computada para os demais grupos experimentais.

Estes resuitados séo similares aos achados de MALMSTEN et al. (1980),
que frabalhando com oulro AINES, a indometacina, concluiram que baixas
concentragbes deste farmaco aumentavam a resposta quimiotatica dos leucdcitos,
ocorrende © confrario quando altas concentragbes eram empregadas.

Seguindo este raciocinio, MINTA et al. (1985) e MONTECUCCO et ai.
(1989), também j& demonstraram que, in vitro, baixas concentracées de piroxicam e
diclofenaco sodico n&o inibiam a migragdo leucocitaria.

Neste momento da discussao, & interessante destacar o trabaiho de {P et
al. {1890), onde sugeriram que 08 AINES nado exercem um efeito inibiidrio sobre a
leucodiapedese de células maturas in vifro. Entretanto, podem suprimir a quimioiaxia
no decorrer do tratamento, quando in vivo.  Segundo os autores, este fendmeno pode
ocorrer por um efeito dos AINES sobre a maturag8o dos feucdcitos, antes da liberacéo
destes para a circulagao. |

De fato, os neutrdfilos sdo derivados de precursores da medula 0ssea por
processo de proliferagdo e maturagdo, o qual leva aproximadamente 10 dias. O
desenvolvimento da resposta quimictatica parece ocorrer no estagio de mielocito e
coincide com o desenvolvimento de receptores de fatores quimiotaticos na membrana
celular. Diante disto, para que os AINES mostrem uma inibigdo significativa sobre a
migracdo celular, talvez fosse necessario um tratamento mais prolongado e, como
decorréncia, uma avaliacio de seus efeitos em tempos mais tardios.

Estes conceitos também podenam justificar, pelo menos em parte, os

resultados obtidos neste trabatho, pelo fato dos AINES testados terem sido
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administrados em dose Unica, como também pelo curto espaco de tempo de estudo (6
horas), decorrido entre a administragdo do farmaco e a colheita do fluido peritoneal,

Qutra justificativa para os efeitos pro-quimiotaticos dos AINES,
observados neste trabalho diz respeito & sua possivel estimulaggde da migracio de
lirfocitas, induzida por esses medicamentos, através da interleucina 1 e 2 ou pelas
citocinas (HAYNES et al., 1990}

Qutro ponto importante de discussdo diz respeito a4 agdo dos AINES
sobre a fungdo dos neutrdfilos polimorfonucieares.

ABRAMSON et al, 1984, sugerem que os AINES parecem inibir as
respostas dos neutrofilos, mas o modelo de inibigdo varia de droga para droga. Os
AINES podem ter efeitos diretos sobre a ativagdo dos neutrofilos que é independente
de sua parlicipagdo na sintese de prostaglandinas. O piroxicam inibe a formacso de
superdxidos e liberacdo de enzima lisossomal quando o elemento reagente foi o FMLP.
Ja guando os agentes usados foram a concavalina A e o PMA somente se inibiu a
formacé@o de super6xidos, néo ocorrendo 0 mesmo com a liberagdo de enzimas
lisossomais,

Segundoc ABRAMSON & WEISSMANN (1988),a ativagdo do neutrdfilo,
em resposta a um estimulo inflamatorio segue uma linha geral de interacéo
receptor-elemento reagente em células secretdrias.

Uma complexa sequeéncia de evenios segue a formagao de um sinal no
plasmatema. Os elementos reagentes tais como o FMLP, Cba, lecitina, leucotrieno B,
compiexos imunes, elc, ajustam-se a recepiores apropriados na face externa do
plasmalema e ativam o neutrdfilo.  Essa interagao leva a hidrélise do fosfatidil inustiiol
4-5 bifosfato (PIP,) pela fosfolipase C em uma reacdo regulada pela proteina G
{guanosina fri-fosfato). Os produtos dessa hidrélise séo os dois sinais que trabalham
sinergicamente para ativar o neutréfilo.  Ha hipoteses de que o inusitol 1,4,5 - trifosfato
{iP.}, sendo soidvel em agua, entra no citoplasma onde se ajusta a receptores do
reticulo endoplasmatico ou calciossomos (organelas distintas contendo calcio) para
causar a liberacdo de caicio. Ja o diaciiglicerol (DG) permanece associado com a
membrana plasmatica onde ativa a proteina C quinase a qual cataliza a fosforilagao da
proteina celular. Dentro de 5 a 10 segundos depois da interac8o do elemento reagente
com o receptor, o neutrdfilo @ transformado em uma célula secretéria capaz de
provocar injdria tecidual por liberar enzimas lisossomais e radicais superdxidos.

Como os AINES sdo lpofilicos, eles penetram na membrana celular e
romperm o8 eventos de sinalizagdo normal dos neutrofilos. Como consequéncia, tanto

a irteracio elemento-reagente como 0 movimento de calcio séo reduzidos.
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Segundo 0s mesmos autores, os AINES s$6 inibiriam as funges do
neutrofilo, guando o estimulo empregado requisitasse um sinal de transdugéo via uma
proteina G, Quando isso néo ocorresse, os AINES ndo seriam ativos. Parsce,
portanto, que 0s AINES interagem com a proteina G no plasmalema dos neutréfilos e
portanto, desacoplam os eventos de sinalizago pos-receptor.

isso s0 vem demonstrar como o tipo de agenie ativador (elemento
reagente} & importante. Dependendo do estimulo, os AINES poderdo ou ndo agir de
forma eficaz.

Segundo TURNER et al. {1975), a atividade da enzima 5-lipoxigenase,
uma das vias de metabolizagdo do Acido araquiddnico, representa um mecanismo de
controle local para amplificar o recrutamento de leucocitos em tecidos inflamados. Esta
hipdtese é suportada pela observagdo que os composios que inibem a sintese de
lpucotrienos B, na inflamacdo, também reduzem o© acumulo de leucécitos
polimorfonucieares.

Num cuidadoso trabatho de reviséo sobre 0 modo de acéo das drogas
antiinflamatorias, VANE & BOTTING (1990) argumentaram que as prostaglandinas,
produtos finais da metabolizagdo do acido araquiddnico, via cicloxigenase, ndo s&o
quimiotaticos para os neutrdfilos, como também ndo exercem um papel importante na
ativacdo destas celulas. Por esta razdo, acreditam que os AINES tém um discreto
efeifo na funcdo dos leuctcitos, 0 que pode explicar a pouca eficacia destes
medicamentos, no iratamento das doencas inflamaionias cronicas. Prova disto é que
os ghoocorticoides, que inibem ambas as vias da cascata metabdlica do acido
araquiddnico, sa&o potentes agentes terapéuticos no tratamento da artrite reumatdide e
da bronquite asmatica, podendo ser considerados como drogas antiinflamatorias
classicas.

Sendo assim, pelos resultados aqui obtidos, & tentador sugerir que 08
AINES exerceriam duas agdes distintas: uma delas seria antiinflamatoria por inibir a
sintese de prostaglandinas, a outra pré-inflamatoria justamente por desviar o
metabolismo do acido araquidinico para a via lipoxigenase. Teriamos portanto uma
concentracéo maior de leucotrienos e, em decorréncia disso, um recrutamento maior
de feucocitos e a manutencdo da resposta inflamatoria aguda.

Futuros trabaihos laboratoriais ou ate mesmo de cunho clinico, talvez

possam esclarecer methor esta hipdtese, ratificando-a ou néo..
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa, nas condigbes em que foi

realizada, pode-se concluir o seguinte:

1. A betametasona, na dose de 0,img/Kg de peso corporal, reduziu
significativamente {p<0,05) a migracdo de leuchcitos induzida

experimentalmente no peritbneo de camundongos.
2. Os antiinflamatérios nao esterdides, piroxicam e diclofenaco
potassico, nas doses de 0,5mg e 2,0 mg/Kg de peso corporal,

respectivamente, estimularam a leucodiapedese neste mesmo modelo

de estudo.
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RESUMO

Os corticosterdides, assim como os antiinflamatorios ndo esterdides, séo
largamente empregados em ciinica médica e odontologica, no controle de doencas ou
- estados inflamatérios.  Os mecanismos de agdo antiinflamatdria desses agentes séo
multiplos e altamente complexos. Dentre estes, destacam-se agueies relacionados a
cinética e funcdo dos leucdeitos. Em fungdo disto, objetivou-se neste trabalho avaliar
os efeitos da betametasona, piroxicam e diclofenaco potassico, na leucodiapedese,
induzida experimentalmente na cavidade peritoneal de camundongos.

Para tanto, 40 camundongos foram divididos em 4 grupos e, tratados com
betametasona (0,1mg/Kg), piroxicam (0,5mg/Kg) e diclofenaco potassico (2mg/Kg), em
dose unica. Os animais controle receberam salina. Exatamente uma hora apos os
tratamentos descritos, a leucodiapedese foi induzida através da injegéo intraperitoneal
de um agente quimiotatico. Apos § horas deste procedimento, o fiuido peritoneal foi
colhido e a contagem giobal de leucdcitos e diferencial para neutrdfilos foi efetuada.

Os resuitados falam a favor de uma reducgdo significante (p<0,05) da
migracao de leucocitos, gquando a betametasona foi empregada. Ao t_:ontréria, 08

AINEs estudados estimularam a leucodiapedese no mesmo modelo de estudo.
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SUMMARY

Corticosteroids, like non-steroidal  anti-inflammatories are  widely
amployed in medical and odontological practice in the control of inflammatory
-conditions or diseases. The anti-inflammatory mechanisms of these agents are multiple
and highly complex. Foremost among these are those related to leukocytes function
and kinetics.

As a result, the objetive of this work has been to evaluate the effects of
betamethasone, piroxicam and diclofenac potassium in leukodiapedesis, expenmentatly
induced in the peritoneal cavity of mice,

For this purpose, 40 mice were divided into 4 groups and treated with
betamethasone (0,1mg/Kg), piroxicam {0,5mg/Kg) and diclofenac potassium (2mg/Kg)
in a single dose. The control animals received saiine. Exactly one hour afler the
treatment described, leukodiapedesis was induced through an intraperitoneal injection
of a chemotactic agent. After 5 hours the peritoneal fiuid was collected and global
count of leukocytes and differential for neutrophils performed.

The results speak favourably for a significant reduction (p<0,05) in the
migration of these celis when betamethasone was employed. On the other hand, ihe
AINEs studied stimulated the leukocytes migration in the same study model.
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APENDICE

Composicao e cuidados na preparagdo das solucies:

- * OVOALBUMINA (solugdo de 10 mg/Kg)

Ovoalbuming ...l TUOUUIOTY 100mg
Solugéo Salina estérit (0,9%) .......ccoovevevve, 10mg

OBS: Embora a ovoalbumina demore um pouco para ser dissolvida, é

recomenddve! preparar a solugéo momentos antes da sua administragzo,
evitando-se assim a contaminag¢ac da mesma.

* PBS (Phosphate Buffered Saline) |

Preparar inicialmente uma solugdo de KH,PO, (9,06 g em 1 litro de &gua
destilada), e uma outra de K,HPO, (11,6g em 1 litro de agua destilada). Tomar
20ml da solugéo de KH,PO, e 80mi da solugdo de K,HPO,, e acrescentar 1000
mi de solugdo de NaCl 15M, proporcionando um volume final de 1100 mi.
Separar 600ml desta solugdo, guardando-a sob refrigeracao. Com os 500 ml

restantes, preparar a solugao de PBS/Heparina.

* PBS/HEPARINA
P e e 500 mi
HEPAING oo e 0,5 mi
*TURK
Acido acético Glacial ..., 30 mi
Agua destilada g4.8.p. ..o 100 mi
Cristal Vicleta ........c.......... OO URRUUTOUPRSIUURPPOPP 0,05¢g
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