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INTRODUCAO



I. INTRODUGAO
0 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo & uma resposta dos organismos superiores a
agdo de agentes, sejam eles externos, como 08 microorganismos e
toxinas ou derivados do préprio organismo (DECKER, 1981;
BARBOSA, 1993}. A resposta inflamatdria caracteriza-se por ser
uma reagdao estereotipada e por ocorrer em tecidos
vascularizados.

A inflamag8o apresenta duas fases distintas. A primeira,
gque ocorre imediatamente apds a exposigdo ao estimulo, &
conhecida como fase aguda; e a segunda, caracterizada pela
persisténcia do estimulo, com ou sem a eliminacdo do agente
causador, & conhecida como fase crdnica (BARBOSA, 1993).

Durante a inflamagdo aguda, o nimero de leucbcitos na
circulagdo aumenta temporariamente (FURTH, 1988) . Estas células
sdo atraidas para o sitio inflamatdrio por quimiotaxia e deixam
os vasos sanguineos por diapedese (IVERSEN, 1989). As primeiras
células a surgirem nesta A4rea s8o os polimorfonucleares-
neutrédfilos, seguidos pelos mondcitos, linféecitos e alguns
eritrécitos (IVERSEN, 1989) . Os eritrb6citos podem ficar retidos
na parede dos vasos, provocando a trombose e aumentando a area
de necrose. Como consequéncia, vénulas e arteriolas da
vizinhanga dilatam-se, surgindo o©s sinais classicos da
inflamacdo: c¢alor, tumor, rubor e dor, este dltimo, causado
pelo aumento da compressdo tecidual e pela liberagdo de
produtos biologicamente ativos (IVERSEN, 1989; SMITH et alli,
1982) .

Os aspectos Dbilogquimicos da inflamacdo compreendem a
atividade secretdria por muitos tipos celulares, incluindo os

granuldcitos, que secretam enzimas lisossomais, os mastdcitos,



que secretam serotonina e histamina, os macrdfagos e
linfécitos, que secretam citocinas ou linfocinas (IVERSEN,
1989) .

Como células residentes de tecidos, os macro&fagos
constituem-se em células de "alarme" na inflamacdo (FERREIRA,
1980). Durante o processo inflamatdrio, os macrdfagos sdo
responsavels pelo inicio da migracSo de neutréfilos para o
sitio inflamado, através da secrecfo de produtos com atividade
quimiotatica (FERREIRA, 1980; NATHAN, 1987; CUNHA et alli,
1986) . S&8o0 responsdvels ainda pela produciio do 6xido nitrico
(NO), o gual desempenha papel microbicida e citostético para
uma ampla wvariedade celular (NATHAN, 1987; MARLETTA, 1989), bem
como o de mediador da inflamacdo (GORDON et alli, 19%2) .

Durante a inflamagdo crénica, o sistema imune pode
intensificar o processo de injdria tissular, ocasionando uma
rdpida proliferagdo de cé&lulas parenquimais, Ffibroblastos e
recrutamento de macrdfagos, levando a doengas inflamatdrias
cronicas (IVERSEN, 1989). Assim, na tentativa de limitar o
processo inflamatdério com a remogdo do agente causador ou sua
morte, inicia-se o processo de modulacio da reacgdo inflamatdéria
e a formag&do cicatricial, com eventual perda de funcgdo do
tecido ou Orgdo (IVERSEN, 1989).

0S MACROFAGOS

Os fagdbcitos mononucleares ou macréfagos sdo definidos
como células mononucleares aderentes "in vitro", capazes de
promover a fagocitose (FURTH & COHN, 1968). Os fagdcitos
mononucleares podem ser geparados em dois grupos celulares: os
fagbcitos mononucleares circulantes ou monécitos do sangue
periférico, e os macrdéfagos teciduais (FURTH & COHN, 1968).



O0s macrdfagos sdo originados de c¢élulas precurscoras da
medula &éssea (FURTH, 1988) e sdo encontrados em grande namero
em diversas &areas do corpo: submucosa, alvéolo pulmonar, espago
justaglomerular e perivascular, trabécula o6éssea e tibulos
renais, etc... (HUME & GORDON, 1983; LEE et alli, 1885).
Algumas dessas células apresentam papel importante na imunidade
inata e adqguirida e distribuem-se como células residentes por
todos o8 tecidos de animais adultos normais, alterando suas
propriedades endociticas e biossintéticas apds o recrutamento
inflamatério e a ativacdo imune (GORDON et a2lli, 1992). Nos
processos inflamatdrios ou infecciosos, formadores de
granulomas ou lesdes tuberculdides, podem ocorrer migragéo
crénica e acimulo de macrdéfagos no local (OSBORN, 1990).

Varios progressos foram feitos no sentido de definir as
atividades dos macréfagos em diferentes microambientes
teciduais, bem comc a sua ontogénese e interagdes com outras
células. Métodos de biologia molecular e celular tém permitido
a caracterizac8o de receptores de membrana plasmatica e
produtos de secrecgdo expressos por macrdfagos (GORDON et alli,
1992) . Além disso, o desenvolvimento de anticorpos monoclonais
(MAcs) dirigidos contra antigenos de membrana tem permitido a
identificagdo de diversas populac¢des de macrdfagos em tecidos
murinos {(GORDON et alli, 1992)., A cinética de actmulo de
mondcitos durante um processo inflamatério vai depender do
modelo animal e do estimulo utilizados, que contribue com o
afluxo de maiores ou menores quantidades de wmondécitos na
circulag¢do e de macrdfagos no local onde o estimulo foi
aplicade (FURTH & COHN, 1968; FURTH et alli, 1973). O aumento
do nGmero dessas células mna circulacdo é ocasionado pela
produgdo elevada de monécitos pela medula Ossea (FURTH et alli,
1873) .

A exposicdo de células mononucleares as endotoxinas ou ao



Lipopolissacarideo (LPS) , derivados de bactérias Gram-
negativas, resulta numa variedade de alteragdes celulares tais
como mudangas na expressdo de receptores de membrana (LENTEN &
FOGELMAN, 1892) e sintese de diversas proteinas como as
citocinas e fatores de crescimento, agsim como dos mediadores
lipidicos da resposta inflamatdria (RAETZ, 1990). Como mostra a
Tabela I, os macrdéfagos s3oc capazes de secretar, quando
ativados, mais de cem substlncias com atividades bioldgicas
bastante diversificadas (NATHAN, 1987).

Os macrdéfagos podem ainda expressar uma variedade de
receptores de superficie especificos para células, proteinas da
matriz extracelular e ligantes microbianos, os quais controlam
seu crescimenteo, diferenciagdo e modulam suas atividades
(GORDON et alli, 1992). Os macrdéfagos participam funcionalmente
de modos diversos, a depender do estdgio da resposta
inflamatdria, agindo como células de alarme, localizando o
tecido onde o processo inflamatdrio estd ocorrendo, ocasionando
a vasodilatagdo e a hiperalgesia, promovendo a liberacdo de
pirogénio endégeno {ocasionando a febre inflamatdria),
promovendo a migragdo de outros fagbcitos (neutrdofilos-
polimorfonucleares}) e influenciando as resgpostas imunoldégicas
{revisto por FERREIRA, 1980).

0Os mondcitos se acumulam na maioria das reacdes
inflamatérias sub-agudas ou crénicas como os exsudatos,
granulomas, placas de gordura e ateroma (ROSS, 1986). Através
da sua abundéncia, distribuicdo, motilidade, responsividade e
vergatilidade, os macréfagos podem influenciar a maioria das
respostas imunes e inflamatdérias, desde a hipersensibilidade
aguda até a retardada, desde a agressfo ao agente causador até
o eventual reparo tecidual (NATHAN, 1987).

Agsim, iniciando respostas vasculares através da

vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade venular,



TABELA 1- PRODUTOS SECRETADOS POR MACROFAGOS

PRODUTOS FUNCOES
ENZIMAS
Ativadores de plasmincgénio inflamagic
Elastase inflamacic
colagenases inflamagio
Componentes do complemento miorobicida e opsonizador da
(C1, C2, Fator R, Fator D} inflamacio

Fatores da coagulagdo
{Via intrinseca: IX,X,V,
protrobina)

{(Via extrinseca: VIT)
Lipeoproteina lipase

coagulagic e reparo tecidual

metabolisme de lipoproteinas

PROTEINAS PLASMATICAS
Componentes do complemento

microbicida, inflamatéria e

(¢1, ¢2, €3, €4, C5, Fatores cpeonizadora

B e D)

Fatores da coagulagde {VII, coagulagio e reparo tecidual

IX, X, V)

HORMENTIOS POLTPEPTIDECS

Interleucinas

IL-1 a e B imunorregulatéria

IL-6 proliferagioc de Linfécitos T =
plasméeites

IL.-8 cquimiotaxia

Fator de necrose tumoral anti-tumor

(TNF}

Interferon anti-viral

({IFNR)

Fatores estimuladores de reguladora da diferenciagio

coldnias celular

(GM-CBF, G-C8F, M-CSF)

TAF- imunorregulagdo

PAF ativagioc plagquetdria

SUBSTANCIAS DE RAIXO

PESQ MOLECULAR
02" (dnion superdxide)
H30; {peréxideo de hidrogénio)
OH (radical hidroxila)
KO (6xido nitrico)
Prestaglandinas (Eq, Ejp)
Tromboxana Bo
Leucotrienos C

microbicida, tumoricida
microbicida, tumoricida
microkbicida, tumeoricida
inflamagioc

inflamagfo e imunorregulacio
inflamagio e imunorregulagio
inflamagdio e imunorregulacio

Adaptada de:

31%-326, 1887.

NATHAN, C. F. Secretory products of macrophages.J. Clin. Invest., 79:




sensibilizando terminacgbes sensdrias da dor através de
nociceptores, causando a migracdo de polimorfonucleares (PMN),
induzindo & febre através da liberac¢fo de pirdgenos enddgenocs e
desencadeando a proliferagdo de células mononucleares na medula
Ossea, através dos fatores estimuladores de coldnias, os
macrofagos  desencadeiam uma série de eventos inflamatdrios
agudos e crSnicos (FERREIRA, 1980).

0S NEUTROFILOS: ADESRO E MIGRACAO CELULAR

As primeiras células a wmigrarem para o foco inflamatério
s8o os neutxroOfilos (IVERSEN, 1989), que se aderem a superficie
das células endoteliais dos vasos adjacentes ao local da
inflamacao.

Os PMN-meutrdfilos migram por diapedese e marginalizam ao
redor dos wvasos sanguineos, aderindo-se ds suas parede através
da interagd@o entre seus receptores de membrana e os ligantes
presentes nasg células endoteliais (BENESTAD & LAERUN, 1989).

O acimulo anormal de neutréfilos & observado em diversos
estados inflamatdrios, incluindo a injdria térmica, as doencas
auto-imunes, tais como a Artrite Reumatdide e a Sindrome do
Distress Respiratdrio Agudo (RYAN & WORTHINGTON, 1992).

Uma série de etapas est3o envolvidas na ativacdo do
endotélio e dos neutrdéfilos, as quais permitem a adesfio e a
diapedese. O acUmulo persistente de neutrdfilos resulta em

liberagdo de radicais toxicos de oxigénio e de proteases,

ocasgionando um exacerbado dano tecidual. Numa sequéncia
complexa de eventos, diversas moléculas de adesfdo estio
envolvidas, sendo as suas expressdes, pré-requisitos para oS

passos subsegquentes (RYAN & WORTHINGTON, 1992).

Durante wuma resposta inflamatdria, varias familias de



moléculas de adesdo participam da cascata de eventos gque levam
da ligagdo dos leucdécitos & varios tipos celulares como o
endotélico e o epitélio. A ligacgdo entre os receptores expressos
gobre diferentes tipos celulares, em diferentes estidgios de
ativacdo, medeiam fungdes efetoras de leucdcitos (HOGGE &
LANDIS, 1993). As intera¢®es iniciais entre as moléculas de
adesdo expressas por neutrdfilos e endotélio podem ser de alta
cu de baixa afinidade e podem resultar em motilidade e
quimiotaxia dos leucbcitos (DOWNEY, 1994).

O endotélio & um tecido dinémico que controla, entre
cutros processos, o trafego de moléculas e de células entre o
sangue e Os locais do desafio imunoldgico. Os leucdcitos
circulantes expSem ligantes que induzem a expressao de
moléculas de ades8o nas cé&lulas endoteliais (CAMs) . As C(CAMs
quando estimuladas, mudam as propriedades de adesdo do
endotélio, que passam de um estado de repouso a ativado
(OSBORN, 1990). Varias dessas moléculas j& foram caracterizadas
e clonadas, fornecendo detalhes de como os leucdcitos sdo
recrutados para a corrente sanguinea e guiados a seus alvos
(OSBORN, 1990). As CAMs s30 seletivas para cada classe de
leucécitos (neutréfilos, 1linfécitos e mondcitos) que migram
para o local da inflamag8o. Dentro de poucos minutos apds o
estimulo, Os neutrdfilos chegam ao local da inflamacio,
ativando outras células inflamatérias. Posteriormente, os
linfécitos T e B e os mondcitos chegam ao local inflamado,
permanecendc alguns dias, destruindo células e molédculas
estranhas ao organismo (OSBORN, 1990).

Além das CAMs, as selectinas tém um papel importante no
processo inflamatdrio. A L-selectina, em particular a LAM-1 &
expressa por cerca de 70% de neutréfilos e mondcitos e &
parcialmente responsdvel pela mobilizacZo de neutdéfilos dentro
do tecido inflamado “in vivo” e pela adesio de neutrdfilos as



células endoteliais estimuladas “in vitro” com citocinas, tais
como IL-1 & TNF (RYAN & WORTHINGTON, 1992).

Atualmente sdo conhecidos receptores de leucdcitos e de
células endoteliais pertencentes a trés grupos estruturais: 1)
a superfamilia das Imunoglobulinas, 2) a familia das Integrinas
e, 3) a mais nova familia descoberta, a das Selectinas
(LecCAMs) (OSBORN, 1990; McEVER, 1994). As Tabelas II e III
mostram as principais moléculas de adesdo envolvidas no
processo inflamatdrio: as integrinas e as selectinas.

Durante a inflamacgdo, fatores quimioatraentes para
neutrdfilos sdo liberados por macréfagos no foco inflamatério.
Dentre esses fatores, citam-se citocinas como o TNFa e
Interleucinas como a IL-1, IL-6 e IL-8 (BENDTZEN, 1988;
DINARELLO, 1987; CASSATELLA et alli, 1992). Citocinas liberadas
por linfécitos T ativados também podem participar direta ou
indiretamente dos processos inflamatdrios. Entre elas destacam-
se a IL-4, IL-10, IL-13, IFNy e o TNFR.

O PAPEL DAS CITOCINAS NA INFLAMACAO

As citocinas constituem um grupo de proteinas produzidas
no decorrer da resposta imune e inflamatdria. Dentre elas estdo
proteinas secretadas principalmente por linfdcitos T e, muitas
vezes referidas como linfocinas ou interleucinas (IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, 1IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, 1IL-12 e IL-13),
além dos fatores de crescimento e diferenciac3o celular (CSFs)
como © Fator Estimulador de Coldnia de Granulécito-Macréfago
(GM-CSF), o Interferon-y (IFNy) e a Linfotoxina (LT) ou TNFR2
(BOULAY & PAUL, 1992). A terapia com citocinas liberadas por
linfécitos vem sendo comumente usada em certas doencas com O
objetivo de promover a imunomodulacio (POWRIE & COFFMAN, 1993).



TABELA 2- FAMILIA DAS INTEGRINAS

INTEGR INAS FUNGAC PRIMARIA LIGANTES
Aderéncia
LFA -1 IcaM -1
Celular
i3k
Fibrinogénio
MAC -1 Imune Fator X
p 150,35 icib
?
VLA -1 Morfogénese
VI.a -2 Coligeno
VLA -3 e Laminina
Coligeno
Fibronectina
VLA -4 ?
VLA -8 Cicatrizagio Fibronectina
VLA -6 Laminina
VLA -7 ?
11b/11= Morfogénese Fibronectina
Fibrincgé&nio
e Vitronectina
Cicatrizagio
VHR Vitronectina
abreviaturas: LFA-1 {antigeno asscociado a fungdo de linfécitos MAC-1 (antigeno de

macréfagos-1)
antigen"}; VNR

p 150,
(receptor de vitronectina);

85

iC3b {inativador de (3b).

Adaptado de:
D.

E.
Springer-Verlag

& SPRINGER,

KISHIMOTO,

T.

T.

{proteina de

K.;

A. Leukocyte

{New York) ;

07-43,

LARSON,

150,85 Kda); VLA (antigenc tardic; "very late

ICAM-1 {Molécula de adesfo intercelular-i);
R. §.; CORBI, A. L.; DUSTIN, M. L.; STAUNTON,
Integrins. In Leucocyte Adhesion Molecules.

1488.



TABHLA 3- PAMILIA DAS SELECTINAS

SELECTINA Ch NOMES EXPRESS0S CELULAS ALVO FUNCOES
NOMENCLATURA PREVIOS POR PROPOSTAS
L-8electin CD 82 L Lam -1 PMNg Ativa células Recircula-
LECAM -1 Mondcitos endoteliaisg, gao de
Subgrupos de HEVs, PLN e linfdcitos
Linfécitos ML Inflamagio de
neutréfilos
{e outros
leucdoitos)
E-8electin CD 62 E ELAM -1 Células PMN= Inflamagdo de
endoteliais Monécitos leucécitos
ativadas por Eosinéfilos
citocinas Subygrupos de
Linfdcitos
Algumas
células
tumorais
P-Selectin CcpD 62 P GMP -140 Células PMNs Inflamagdo de
PADGEM endoteliais Mondcitos tecidos
ativadas por Eosindfilos
citocinas Subgrupos de
Linfécitos
Algumas
células
tumorais

Abreviaturas:ELAM: molécula de ades3c de endotélio ao linfécito; LECAM: molécula de
adesdo de leucdcitos ao endotélio; PMNa: polimorfonucleares; HEVs: vénula do endoté&lie
alto; PLN: linfécite periférice: ML: tecido linfdide mesentérico; LAM: molécula de
adesdo de linfdcitos; GMP-140: proteina granular de membrana; PADGEM: fator ativador
de plagquetas dependente de grdnulos da membrana externa.

Adaptada de: 1) McEVER, R. P. Selectins. Current Opinion in Immunclogy, 6:
1994; 2) LASKY, L. A. Selectins: Interpreters of Cell-Specific
information during Inflammation. Science, 258: 964-969, 1992.

75 -84,
carbohydrate
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Os macirofagos sdo células gque desempenham papel central na
defesa contra doencas microbianas e necoplésicas, sendo
importantes numa variedade ampla de processos reparadores de
tecidos (BENDTZEN, 1988). Essas células desempenham também um
papel importante no processo inflamatdrio, através da secrecgdo
de citocinas como: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-
6}, interleluicina 8 (IL-8), Fator de Necrose Tumoral-o (INFa) e
outras (DINARELLO, 1987).

Assim, entre as citocinas liberadas por macréfagos e/ou
linfécitos que apresentam atividade inflamatdria, destacam-se:
a IL-i, 1I1I1.-4, IL-6, IL-8, 1IL-10, 1IL-13, IFNy e TNFoa. Tais
produtos sao chamados de citocinas inflamatdédrias por regularem
as interagdes celulares que ocorrem na inflamacdo e por serem
responsdvels pela migragido celular para o local apropriado, bem
como pela ativagio de células.

Varias substéncias, incluindo os lipopolissacarideos e as
exotoxinas (superantigenos) de origem microbiana, sdo capazes
de ativar leucbcitos e de estimular a produ¢do de citocinas por
essas células (BENDTZEN, 1988; ANDERSSON et alli, 1992).

As exotoxinas produzidas por bactérias Gram-positivas,

como estafilococos, estreptococos e micoplasmas estdo
envolvidas em diferentes manifestagdes clinicas, como a
septicemia @ o chogue séptico, que continuam sendo o0sg

principais causadores da morbidade e mortalidade em pacientes
hospitalizados. Esses produtos bacterianos sdo capazes de
ativar e induzir a sintese de diversas citocinas por linfécitos
e mondcitos do sangue periférico (ANDERSSON et alli, 1992).

As endotoxinas derivadas da parede de bactérias Gram-
negativas sdo importantes estimuladores de macréfagos e
desencadeam a maioria dos fendmenos fisiopatoldgicos observados
em infec¢des por esse tipo de bactéria (MORRISON & ULEVITCH,
1978). Os efeitos da endotoxina bacteriana s8o desencadeados
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pelo componente lipopolissacaridico (LPS), cuja porgdo lipidica
¢ responsavel pela maioria dos seus efeitos endotdxicos
(MORRISON & ULEVITCH, 1978; SCHUMANN et alli, 15%90). A
estimulag@o de macrdfagos com o LPS resulta na sua ativacdo e
na sintese e liberacdo de citocinas como a IL-1, IL-6, e TNFa.
Tais citocinas tém sido consideradas como importantes
mediadores da patogenicidade da septicemia e do chogue sgéptico
causado por bactérias Gram-negativas (GALLAY et alli, 1993) .

0 TNF tem sido apontado como a principal «citocina
envelvida em diversas patologias vasculares (GRAU & LOU, 1993),
dermatoldégicas (PIGUET, 1993), pulmonares e intestinais
(REMICK, 1993), em parasitoses (LUCAS et alli, 1893), em
crescimento de tumores e metdstases (MANNEL et alli, 1993), em
inflamagdo pancreatica (RUDDLE et alli, 1993), na artrite
reumatdide (KOLLIAS, 1993), na diabetes mellitus dependente de
insulina (MUELLER et alli, 1993) e em varios problemas
hematoldégicos (ULICH ef alli, 1993)

Muitas doengas infecciosas resultam na estimulagdo da
imunidade celular e regulacfo anormal de reagdes imunes
celulares, que podem conduzir a autoimunidade e a doencas
crbnicas. Estas incluem as doencas reumdticas sist8micas como a
Artrite Reumatdide e doencas enddcrinag 6rgdo-especificas, como
a Diabetes Mellitus e vdrias doencas tireoideanas. Desordens na
imunidade mediada por células podem também contribuir para o
desenvolvimento da Esclerose Mdltipla, doencas pulmonares e
outras (BENDTZEN, 1988). Em todas essas doencas, tem gido
demonstrado o envolvimento do TNFo e do TNFR (RUDDLE, 1992).

Dados da literatura mostram que a producdo "in vitro” de
TNFa por macréfagos humanos ocorre apbs pequeno tempo de
exposigdo aco LPS (GALLAY et alli, 1993). Da mesma forma, foi
demonstrado que células do sangue periférico de ratos, de
camundongos e humanas estimuladas por LPS produzem quantidades
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significativas de TNF, medidas em ensaios de citotoxicidade, de
maneira tempo e dose-dependente (ESPEVIK & NISSEN-MEYER, 1986;
FOSTER et alli, 1993). Porém, o pré-tratamento de células
sanguineas humanas, murinas e de ratos com dexametasona ou
pentoxifilina, via de regra, causa inibicdo dose e tempo-
dependente na produgdo de TNFo induzida por LPS (FOSTER et
alli, 1993) .

Foi observado que a injGria térmica leva a um aumento
simultineo nosgs niveis de prostaglandina E-2 (PGE-2) e de TNF
por macrofagos esplénicos de camundongos queimados. Geralmente,
niveis elevados de PGE-2 lewvam a uma hiporregulagdo de TNF. Nos
animais queimados, ao contrdrio, observou-se uma perda da
regulaciio da sintese de TNF pela PGE-2. A administracgdo prévia
de indometacina {(antiinflamatério ndo esterdide) nesses
animais, restaurou parcialmente a gengibilidade a
prostaglandina e, consequentemente, a regulagdo da sintese de
TNF (MOLLOY et alli, 1993).

0O TNFa e a IL-1 compartilham diversas atividades
bioldégicas importantes (DINARELLO, 1987). Tem sido demonstrado
que a associagdo de TNFo e IL-1 produz a intensificac¢do de
muitos efeitos sistémicos e locais da IL-1 como: febre, sono e
sintegse de proteinas de fase aguda. Além disso, quando
administradas juntas, as duas citocinas induzem um gquadro
semelhante ao observado no chogque sgéptico e na hemorragia
pulmonar, apresentando sinergismo nestas atividades. O TNF
ativa diretamente neutrdéfilos e a IL-1 potencializa esta
atividade, através de suas propriedades gquimiocatraentes.

Além do LPS, a Bradicinina, um importante wmwediador
farmacoldégico da inflamag¢do, pode produzir hiperalgesia de modo
dose-dependente, guando injetada em patas de ratos. A
administragdo de Bradicinina resulta em liberacdo de citocinasg,

como © TNFa, que por sua vez induz a liberac¢do de outras
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citocinas hiperalgésicas, responsdveis em gerar aminas pela via
da ciclo-oxigenase, e de aminas simpatomiméticas. Seu efeito
pode ser blogqueado pela indometacina (FERREIRA et alli, 1983).
Também, obsgervou-se que a Bradicinina e © TNFo desempenham
papel importante na hiperalgesia induzida pela carragenina e
pelo LPS (FERREIRA et alli, 1993).

Algumas citocinas produzidas por linfécitos T exercem
atividades antiinflamatdérias ao interferir com as fungdes de
macrdéfagos . Dentre elas destacam-se a IL-4, a IL-10 e a IL-13,
cujas atividades antiinflamatdrias foram recentemente revistas
por de WAAL MALEFYT et alli (1993b).

A IL.-4 e a IL-13 parecem afetar mondcitos e macrdfagos
humanos de maneira similar, isto &, ambas promovem mudancas
importantes na morfologia, no fendétipo e na funcdo dos
macréfagos. Existem evidénecias de que o receptor para IL-4 (IL-
4R) e o receptor para IL-13 (IL-13R) compartilhem um componente
comum, envolvido na transduc¢do de sinais (ZURAWSKI et alli.
1993) .

Macréfagos murinos e humanog estimulados com LPS produzem
grandes quantidades de diferentes citocinas, inclusive IL-10. A
IL-10 tem um efeito autorregulatdrio sobre os macréfagos,
inibindo a sintese de IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, GM-CSF, G-CSF e
da propria IL-10. A IL-4 afeta de modo similar a producdo
dessas citocinas por macréfagos (ZURAWSKI et alli. 1993).

A IL-4, a IL-10 e a IL-13 também inibem a produgdoc de IL-
12 e INFy em mondécitos (de WAAL MALEFYT et alli, 1993a, DOHERTY
et al, 1993). A IL-4 é ainda capaz de inibir a producdo de
citocinas por macrdéfagos ativados com IL-1, TNFx ou IFNy (LEE
et alli, 1990; VELLENGA et alli, 1991). Por outro lado, a IL-4
e a IL-13 aumentam a produgdo do antagonista do receptor de IL-
1 (IL-1ra) em macrdéfagos ativados com LPS (FENTON et alli,
1992; ORINO et 11i, 1992; WONG et alli, 1993; de WAAL MALEFYT
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et alli, 1993b).

A IL-4 e a IL-13 modulam a expressdo de receptores para Fc
de Imunoglobulinas sobre macréfagos. Essas citocinas induzem a
expressdo do receptor de baixa afinidade para IgE (FceRII;
CD23) em macréfagos (McKENZIE et alli, 1993) porém, promovem
hiporregulacio dos receptores para IgG (FcyR; (D16, <CD32,
CD64) nessas células {(de WAAL MALEFYT et alli, 1993b). Por
outro lado, a IL-10 previne a hiporregulagdo de CD16 e CD32 e o
IFNy previne a hiporregulagdoc de (D64 induzidas por IL-4 e IL-
13 {de WAAL MALEFYT et alli, 1993b). Uma vez que os receptores
do tipo FcYR se correlacionam com a citotoxicidade mediada por
anticorpo e complemento (ADCC) de mondcitos, pode-se afirmar
que a IL-4 e IL-13 interferem nos fendmenos de citotoxicidade
mediados por essas células.

Foi recentemente demonstrado que a IL-10 (CUNHA et alli,
1992) inibe a produgdo de NO por macréfagos estimulados pelo
LPS e IFNY. OSWALD et alli (1992a) verificaram que IL-4, IL-10
e TGF-R& atuam sinergisticamente, inibindo a destruicgio
intracelular de parasitas por macréfagos, por blogquear a
produgdo de NO. A inibic¢do da produgdo de NO induzida por IL-10
parece ser decorrente da inibicdo da produgdo de TNFa, o gqual
age como um cofator na ativagdo de monécitos, induzida pelo IFN
v (OSWALD et alli, 1992b).

A IL-10 inibe a expressdo de moléculas de classe II do MHC
por mondcitos humanos, bem como inibe a hiperregulacgio dessas
moléculas em mondcitos ativados por IL-4 e IFNy (de WAAL
MALEFYT et alli, 1992). Por outro lado, a IL-10 inibe a
produgdo de 1IL-2 por linfdcitos T estimulados por antigeno
associado as células apresentadoras. Assim, atribui-se a esses
dols fatores a inibig8o da proliferacdo de linfécitos frente a
antigenos, induzida pela IL-10 (de WAAL MALEFYT et alli, 1992).

Por sua atuagdo nas respostas inflamatdéria e imune,
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sugere-se que a IL-10 possa ter aplicag¢bes terapéuticas em
doengas 1inflamatdrias agudas e crbnicas, incluindo doencas
auto-imunes, bem como & possivel que ela possa desempenhar um
papel importante suprimindo a rejeig8o a transplantes e na
manutengdo da tolerdncia (de WAAL MALEFYT et alli, 1992).

Citocinas liberadas por macréfagos ativados, como a IL-§6,
IL-8, TNFo, além de exercerem atividade pré-inflamatdria, podem
exercer também atividade antiinflamatdéria, tais como a inibicédo
da adesdoc de neutrdfilos a células endoteliais ativadas
(GIMBRONE et alli, 1989) e inibic¢8o da migracfo de neutréfilos
“in vivo" para o foco inflamatdédrio (OTSUKA et alli, 1990;
HECHTMAN et alli, 1991; ULICH et alli, 1991; CUNHA & TAMASHIRO,
1982) .

CITOCINAS E MOBILIZAGCAO CELULAR

Com relagdo a4 mobilizacg8o de células, tem sido demonstrado
que diversas <citocinas derivadas de monécitos/macréfagos
ativados, tais como o TNFo, IL-1, IL-6 e IL-8, sio capazes de
promover a quimiotaxia de PMN-neutr6filos para o foco
inflamatério (BENDTZEN, 1988; DINARELLO, 1987).

Em estudo recente, RIBEIRO et alli (1991) wostraram que as
formas recombinantes da IL-8 (rIL-8) e da IL-1R (rIL-18) também
foram capazes de induzir a migragdo de neutréfilos para
cavidades peritoneais de ratos. Esta atividade foi abolida pelo
pré-tratamento dos animais com dexametasona ou pela deplecdo da
populagdc de c¢&lulas residentes. Esses resultados parecem
indicar que a rIL-8 e a rIL-1% sdo capazes de induzir a
migracdo de neutréfilos *in vivo" por mecanismos indiretos,
dependentes de células residentes (RIBEIRO et alli, 1991).
Resultados semelhantes foram obtidos com o TNFo e TNFR
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(FACCIOLI et alli, 193%0).

DROGAS ANTI-INFLAMATORIAS: 0S GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticéides atuam através do controle da taxa de
sintese de proteinas, especificamente via inducdo da sintese de
Lipocortina-1. A lipocortina-1 é um membro da familia das
Anexinas, proteinas que se ligam ao cdlcio, blogueando seu
gitio de ligacd3o original (BURGOYONE & GEISOW, 1989). 0O
mecanismo de agdo dos glicocorticdides envolve ainda a inibicdo
da enzima fosfolipase-A2 e, por conseguinte, das vias das ciclo
e lipo-oxigenases, blogueando a gera¢io de produtos derivados
do dcido ‘aracddnico e portanto, exercendo atividade
antiinflamatdria (FLOWER & BLACKWELL, 1979%; DI ROSA et alli,
1988) .

Durante o processo inflamatdrio agudo, os macrdfagos
tornam-se ativados e liberam mediadores solidveis, incluindo a
IL-1, a TIL-6 e o TNFo, gue estimulam o eixo hipotaldmico-
pituitarico-adrenal (HPA). A estimulaciio do HPA resulta em
liberagdo de cortisol endégeno, o qual induz a sintese de
lipocortina-1 nos locais da inflamac8io, controlando desta forma
o processo inflamatdério (GOULDING & GUYRE, 1992).

Além disso, os glicocorticéides afetam os leucdcitos
circulantes. Sua administracdo aumenta o nimero de PMN no
sangue como resultado de maior taxa de penetrac8o dessas
células no sangue, vindas da medula déssea, e da menor taxa de
remogdo da circulacdo. Em contraste, o nimero de linfdcitos,
eosindfilos, mondcitos e basdfilos do sangue diminuem apds a
administragdo de glicocorticdides. Uma Gnica dose de cortisol
produz um declineo de cerca de 70% nos linfécitos circulantes e

de mais de 90% nos mondcitos; isso ocorre entre quatro a seis
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horas apés a sua administragdo e tem duragdo de cerca de
vinte e quatro horas (GOODMAN & GILMAN, 1987).

0 cortisol e seus anélogos sintéticos tém também a
capacidade de bloguear ou suprimir o desenvolvimento de calor,
eritema, edema e sensibilidade locais, através dos quais se
reconhece a inflamac3o. 0s glicocorticdides inibem n8oc s6 os
primeiros fendmenos do processo inflamatério (edema, deposigdo

de fibrina, dilatacio capilar, migragdo de leucdcitos para a

drea inflamada e atividade fagocitdria), mas também as
manifestagoes posteriores (proliferacgéo de capilares e
fibroblastos, deposicido de colégeno e, ainda mais tarde,
cicatrizacdo). Porém, pode-se considerar como um dos fatores

mais importante da ac8o antiinflamatdéria dos glicocorticdides a
sua capacidade de inibir o recrutamento de neutréfilos e
mondécitos para a drea afetada (GOODMAN & GILMAN, 1987).

A dexametasona tem sido clinicamente indicada em muitos
processos inflamatdérios como glicocorticdide de  escolha
(FORSYTH & ‘TALBOT, 1992). Sua acdo antiinflamatdédria é& bastante
ampla, abrangendo o bloqueio de varios fendmenos que ocorrem
durante a inflamacdo, tais como a liberacdo de citocinas (CUNHA
& FERREIRA, 1986; MUKAIDA et alli, 1992; LEW et alli, 1988;
MUKAIDA et alli, 1991) e a formacdo de edema (DINARELLO, 1987).
0 efeito inibidor da migragdo celular exibido pela dexametasona
tem sgido observado quando se utiliza diferentes estimulos
inflamaté4rios. Assim, tem sido demonstrado que a dexametasona &
capaz de bloguear a migrag8o de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de ratos, induzida por LPS e carragenina (CUNHA,
1989) e citocinas como o IFNy (RIBEIRO et alli, 1990}, IL-1 e
TNF (FACCIOLI et alli, 1990) e IL-8 (RIBEIRO et alli, 1981).
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0O MNCF E O NRIF: FATORES COM ATIVIDADES PRO E ANTI-
INFLAMATORTAS

CUNHA & FERREIRA (1986) mostraram que macrdfagos
peritoneais de ratos, estimulados com tioglicolato e ativados
"in vitro™ com LPS, liberam no sobrenadante de cultura, um
fator quimiotdtico para neutrdfilos, ativo em ratos pré-
tratados com dexametasona. Essa atividade fol atribuida a uma
nova citocina, denominada Fator gquimiotédtico de neutréfilos
derivados de monécitos (MNCF). Além disso, observaram gue a
migragdo de neutrdfilos induzida “in vivo” pelo MNCF nido podia
ser reduzida pela deplecdo de células residentes das cavidades
peritoneais de ratos, sugerindo que o MNCF era um mediador
final nesse processo (SOUZA et alli, 1988).

0 MNCF foi recentemente caracterizado como sendo uma
proteina de 54 KDa, cuja atividade se faz através de um sitio
ligante & D-Galactose (DIAS-BARUFFI et alli, 1993). Outros
autores j& haviam demonstrado anteriormente, gque molé&culas do
grupo das LecCAMs promoviam intera¢des do tipo proteinas-
carboidratos entre células (LASKY, 1991; LASKY, 1992). £
possivel que o MNCF esteja relacionado a esse grupo de
moléculas.

Além do MNCF, também foi detectado em sobrenadante de
macrdfagos peritoneais de ratos, estimulados “in vitro” com
LPS, componente (s) com atividade inibidora de varios fendmenos
inflamatdérios, tais como: o edema e a migragdo de neutrdfilos
(TAVARES et alli, 13989). Essa atividade foi atribuida a
presenga de uma nova citocina, denominada Fator inibidor do
recrutamento de neutrdéfilos (NRIF) (TAVARES et alli, 1989;
TAMASHIRO et alli, 1992). O NRIF ainda n3o estd bem
caracterizado, porém & provavel que ambas as atividades, NRIF e
MNCF, possam ser devidas a um dGnico fator (TAVARES-MURTA et
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alli, 1993) .

Como descrito acima, a produgdoc dos fatore
foi originalmente observada em macréfagos peritor
até o inici

Entretanto, a ndo disponibilidade,

estudo, de citocinas inflamatdrias recombinantesg

anticorpos monoclonais contra as mesmas,
interpretacao de alguns resultados obtidos com ¢
e NRIF. A mesma dificuldade n8oc havia para o mode

Assim,

no presente trabalho, nos propusemo

utilizando o© mesmo protocolo desgcrito para a obte
NRIF (CUONHA & FERREIRA, 1988),

camundongos também liberavam fatores com ativids

se macrdfagos

bem como caracterizar o fator encontrado.

OBJETIVOS

2g MNCF e NRIF
1eais de ratos.
o do presente
de ratos ou de
dificultava
g fatores MNCF

lo murino.

a

s a verificar,
2ngdo de MNCFEF e
peritoneais de

1ides gimilares,

Os objetivos do presente trabalho foram:

1- verificar se macréfagos de camundongos, estimulados "in

vitro” com LPS, liberavam fatores

recrutamento de células para cavidades peritone

capazZes

naive ou tratados com dexametasona.

2- verificar a existéncia de fator compa
nesses sobrenadantes.
3- verificar a espécie-especificidade dos

encontrados nos scbrenadantes de cultura de macrd

4- caracterizar o fator indutor da migragdo
sobrenadantes de cultura de macrdéfagos e ati

tratados com dexametasona.

20

de induzir

ais de animais

Q

ravel ao NRIF

fatores ativos
fagos.
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II - MATERIAIS E METODOS

01l. Animais de experimentacéo

Os camundongos e ratoeos utilizados foram provenientes do
Centro Multidisciplinar de Bioterismo (Cemib) do Campus da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Previamente aos
experimentos (24 horas antes), os animais permaneceram em
ambiente com temperatura controlada (23°-25°C), com raclio e dgua
em livre demanda, no Biotério do Departamento de Microbioclogia
e Imunoclogia (DMI) da UNICAMP.

1.1 Ratos
Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus) Wistar, machos,
pesando de 150 a 180 gramas, para obtengdo de macrdéfagos

peritoneais e em ensaios de migrag¢do celular.

1.2 Camundongos

Foram utilizados camundongos (Mus muscullus) Swiss, machos
e fémeas, pesando de 25 a 30 gramas, para a obtencdo de
macrofagos peritoneais. Nos ensaios de migraciio celular, foram
usados Camundongos C57Bl1/6, machos, pesando de 25 a 30 gramas.

1.3 Coelhos

Coelhos adultos do sexo feminino, provenientes do Biotério
Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sé&o
Paulo (USP), foram utilizados para imunizacgdo. Durante o

periodo de imunizag¢do, os animais permaneceram no Biotério do
PMI .

02. Principais solugles utilizadas
2.1 Solug@o salina tamponada com Fosfato (PBS)
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A solucdo de cloreto de S$6dioc (0,15M) foi tamponada com
fosfato (0, 02M), em pH 7,4 e autoclavada.

2.2 Meio de Tioglicolato a 3%

0 medio Tioglicolato, (Difco) foi utilizado a 3%,
dissolvido em agua desionizada e Dbidestilada estéril.
Previamente & sua utilizacdo, foi aquecido em forno microondas
por 3 minutos.

2.3 Lipopolissacarideo (LPS)

LPS, purificado de E. coli 011B4 (Sigma), foi dissolvido
em PBS, pH 7,4 na concentracdo de 5 ug/ml e estocado a -20° C.
Antes do uso, esta solucfo foi submetida & sonicagdo por 30
minutos e diluida em salina fisioldgica 0,15 M, quando

necessario.

2.4 Carragenina (Cg)
A Carragenina (Sigma) foi sempre diluida pouco antes do
uso em salina fisiolégica e utilizada intraperitonealmente na

dose de 500 ug/rato e 300 ug/camundongo, respectivamente, para
promover reac¢do inflamatdria local.

2.5 Dexametasona (Dexa)

Dexametasona (Decadron, Prodome) & um glicocorticéide e
foi utilizado na dose de 0,5 mg/kg peso.

2.6 Meio de Cultura

Utilizou-se o Meio RPMI 1640 com Glutamina, sem
Bicarbonato de $Sédio, produzido pela Flow Laboratories. Para
cultura de macrdéfagos, o meio tinha a seguinte constituicio
final.
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- Meio RPMI 1640 ............. 000, ... 10,4 gramas/1

- Bicarbonato de S6dio ................ ... 2,0 gramas
- Hepes {(Sigma)............ ... ... . .. .. .. . 2,2 gramas
- Agua Desionizada gsp ............. ... ... 1,0 litro

2.7 Meio Completo

Para o© preparo do meio completo, utilizado no cultivo de
células de linhagem, foram adicionados Gentamicina (50 ul/ml) e
10% de Soxo Fetal BRovino (SFB; Hyclone Laboratories Inc.,
Logan, Utah) ao meio RPMI, contendo Hepes e Bicarbonato.

2.8 Fator de Necrose Tumoral recombinante murino {(rmTNFo)
e anticorpo monoclonal anti-TNF

TNFo recombinante murino (Genentech Inc., South San
Francisco, CA, USA) foi obtido na concentragdo original de 0,98
mg/ml. No momento do uso, foi diluido em salina fisioldégica
0,15 M, conforme indicado em Resultados. O hibridoma XT22.11,
secretor de anticorpo anti-TNFa, nos foi cedido pelo Prof.
Fernando Q. Cunha (Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/USP) . Esse anticorpo foi purificado em Sepharose
Proteina-G, a partir de liquido ascitico preparado em
camundongos Balb/c¢ nu/nu €, utilizado apds didlise contra
salina 0,15 M.

03. Preparo de antissoro anti-rmTNFo

Trés coelhos adultos foram inoculados com 100 ug de TNFo
recombinante murino, emulsificados em 50% Adjuvante Completo
Freund (ACF) (Difco), através de inje¢des intradérmicas (id),
em varios pontos do dorso.

Quinzenalmente, og animais receberam injec¢des id de 70 ug
do antigeno emulsificado em Adjuvante Incompleto Freund (AIF)

23



(DIFCO) . ApSs a quarta dose, os animais foram sangrados para
obtengdo do soro imune, que foi utilizado como soro total ou
apdés a purificagdo da fracdo IgG, através de cromatografia de
troca idnica em DAE-celulose, nos ensaios de neutralizacdao da
atividade citotéxica do TNFa. Na diluicfio final de 1:100, esse
soro foi capaz de neutralizar completamente a atividade
desenvolvida por 3,875 ng de TNFa recombinante murino.

04. Preparo do sobrenadante de cultura de macréfagos de ratos

Utilizou-se 0 exsudato inflamatdrio de cavidades
peritoneais de ratos, que haviam recebido injecéo
intraperitoneal de 10 ml de tioglicolato 3% (p/v) no quarto dia
anterior a coleta dos macréfagos. Esse intervalo de tempo foi
determinado em estudos pilotos como ideal para aumentar a
populacdo de macréfagos peritoneais.

Os animais, apds deslocamento cervical, tiveram a pele
sobre o abdome rebatida e a cavidade abdominal injetada com 8
ml de meio de cultura RPMI 1640 com heparina (5UI/ml). Apés
leve massagem sobre o abdome, o contefdo da cavidade peritoneal
foi aspirado com uma pipeta Pasteur e depositade em placas de
Petri de vidro e cultivado conforme descrito abaixo.

05. Preparo de sobrenadante de cultura de macréfagos de
camundongos

Macr&ofagos peritoneais de camundongos foram obtidos de
modo gsemelhante ao método descrito para ratos. Brevemente, 3 ml
de tioglicolato 3% foi injetado intraperitonealmente quatro
dias antes do experimento.

No dia do experimento, os camundongos receberam 4 ml de
meio RPMI 1640 com heparina, intraperitonealmente. O contetddo
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da cavidade peritoneal foi aspirado, depositado em placas de
Petri de plastico e cultivado como descrito abaixo.

06. Cultura de macrdéfagos peritoneais

As placas de cultura com o "lavado peritoneal" foram
incubadas durante 60 minutos, & temperatura de 37°C em estufa
contendo ar atmosférico umidecido e 5% de gds carbdnico. Estas
tltimas condigdes foram observadas em todas as incubacBes no
decorrer do experimento. Esta etapa tinha como objetivo a
formagdo de monocamandas de macréfagos aderidos & superficie da
placa de cultura.

Apds o periodo de incubacdo, os sobrenadantes foram
desprezados, e entdo procedeu-se a4 lavagem delicada das placas
com PBS, por duas vezes, a fim de eliminar debris celulares e
células n8c aderidas.

As monocamadas foram, entd8o, recobertas com 5 ml de uma
gsolugdo de meio de cultura (RPMI 1640), contendo 5 ug/ ml de
LPS e colocadas novamente em incubagdo por 30 minutos. A
endotoxina adicionada nesta etapa exerceu o papel de substéncia
estimuladora dos macréfagos aderidos, para a liberacdo de
fatores sollveis no meio.

07. Obtengdo do sobrenadante da cultura

Decorrido o tempo de estimulac¢io dos macréfagos pelo LPS,
0s sobrenadantes das placas de cultura foram descartados e as
monocamadas lavadas trés vezes com PBS, objetivando-se com isso
a eliminag¢do da endotoxina. As monocamadas foram recobertas com
5 ml (experimentos com ratos) e 3 ml (experimentos com
camundongos) de meio RPMI 1640 e incubadas por 120 minutos. Os
sobrenadantes das diversas placas foram reunidos e
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centrifugados a 2.500 rpm, a 4°C, durante 20 minutos.

0 "pool" de sobrenadantes foi ent3o ultrafiltrado através
de membrana Diaflo YM-10 (capacidade de reter material com peso
molecular mmaior que 10 KDa) . O material retido foi ressuspenso
em PBS, pH 7,4 e usado no ensaio de atividade biolégica
conforme descrito abaixo.

08. Teste de atividade indutora da migragdo de neutrdfilos "in
vivo™

0 ensaio para detecgdo de atividade indutora da migracio
de neutrdfilos foi conduzido de modo semelhante ao descrito por
CUNHA & FERREIRA (1986).

Brevemente: camundongos ou ratos foram previamente
tratados com Dexametasona (0,5 mg/kg/0,2 ml) ou com salina
fisioldégica (0,2 ml/animal), por via subcutédnea (sc). Uma hora

apés a injegdo sc, os animais receberam uma injecdo
intraperitoneal (ip) dos sobrenadantes de culturas de
macréfagos, estimulados in vitro com LPS, equivalente ao

material liberado por 4 x 10° macrdéfagos, contido em 0,2ml
(experimentos com camundongos) ou 3,0 ml (experimentos com

ratos); de carragenina (300 wug/0,2 ml/camundongo ou 500
ug/3ml/rato); de lipopolissacarideo (10 ng/0,2 ml/camundongo);
ou de rmTNFoa (100 ng/0,2 ml/animal). Os animais controles

receberam volumes idénticos de sgalina fisiolégica por via ip.
Os animais foram deixados em repouso por 5 horas ou por
diferentes intervalos de tempo, quando indicado, e entdo
sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, foram
feitas lavagens das cavidades peritoneais e determinadc o
namero total de células nos lavados, através da contagem em
cédmara de Neubauer. O nGmero de neutrd6filos nos lavados

peritoneais foi determinado apds coloracdo com o corante de
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Rosenfeld, segundo indicag¢des de SOUZA & FERREIRA (1985).

Em alguns experimentos utilizou-se o mrTNFo (100 ng/0,2
ml/animal) ou o LPS (0,5 ug/ml; 0,2 ml/animal), pré-aquecidos
por 30 minutos, a 100°C. Como controle desses experimentos, os
animais foxam injetados c¢om solucdo salina 0,15 M (0,2
ml/animal) .

També&m, em alguns experimentos de migrac3o, foram testados
sobrenadantes de culturas de macrdfagos peritoneais de
camundongos, rmINFo (100 ng) ou LPS (50 ng) tratados com 200 ug
da IgG de soro anti-mrTNFa (IgG a-TNFo), através de incubagdes
a 37° C, durante 1 hora. Como controles desses experimentos,
utilizou-se solugdo salina 0,15 M, contendo ou nio gquantidades
idénticas de IgG anti-TNFd. Em outros experimentos, utilizou-se
© anticorpo monoclonal anti-TNFo XT22.11 (100 ug/0,2 ml/animal)
como pré-tratamento intraperitoneal, e o LPS (200 ng/0,2
ml/animal) como estimulo inflamatério intraperitoneal, uma hora
apbés © pré-tratamento com o anticorpo. Os animais controles
desses experimentos, pré-tratados ou nio com o anticorpo,
receberam injeg¢des intraperitoneais de salina fisioldgica 0,15
M (0,2 ml/animal).

Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo da
média do namerc de neutrdéfilos ou demais células por ml de
lavado perit.oneal.

09. Teste de atividade inibidora da migracdo de neutréfilos "in
vivo”

O ensaio para detecg8o de atividade inibidora da migracso
de neutréfilos foi realizade através do pré-tratamento dos
animais (camundongos e ratos) com os respectivos sobrenadantes
de culturas de macrofagos, estimulados in vitro com LPS. Foram
utilizadogs em cada animal o equivalente ao material liberado
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por 4 x 10° macroéfagos contidos em 0,2 ml, por via endovenosa
(iv). Trinta minutos apds a injec8o iv, os animais receberam
uma injeg&o intraperitoneal (ip) de carragenina (300 ug/o0,5
ml/camundongo ou 500 ug/3,0 ml/rato) ou de salina fisiocldgica
(volumes idénticos aos dos grupos experimentais) .

Os animais foram deixados em repouso por cinco horas e
entdo, sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida,
foram feitas lavagem peritoneais e determinado o nlmero total
de células, através da contagem em Camara de Neubauer e o
nimero de neutrofilos pela contagem diferencial apds coloracido
(S0UZA & FERREIRA, 1985). Os resultados foram expressos como
médias + erro padrdo da média do nimero de neutré6filos por ml
de lavado peritoneal.

10. Engsaio da atividade de TNF em células WEHI 164 clone 13

O conteddo de TNF em sobrenadantes de culturas de
macrofagos de ratos e camundongos foi mensurado pelo uso de
linhagem de células altamente sensiveis ao TNF, a WEHI 164
clone 13, conforme descrito por ESPEVICK & NISSEN-MAYER (1986).

A WEHI 164 foil cedida pelo Dr. M. A. Palladino Jr.
{Genentech Inc., USA) e esta sendo mantida em nosso
laboratdério. Nosg ensaios, as células WEHI foram semeadas em
microplacas (Costar 3596, Cambridge, MA, USA), na densidade de
4 x 10" células/orificio em 50 ml de meio completo. Cinguenta
ml de cada diluig@io do sobrenadante de macréfagos foram
adicionados em quadruplicata aog orificios e as placas foram
incubadas por 20 (vinte) horas em estufa, a 37°C com 5% de CO,.
Entdo, 10 ml de uma solucgdo 3-4,5-dimethylthiazol-2-y1-3,5-
diphenylformazam (56 mg/mi de PBS) (MTT, Sigma) foram
adicionados em cada orificio e as placas incubadas por mais 4
(quatro) horas. Depois, 100 ul de isopropanol, contendo 0,04 N
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de HCL, foram adicionados a cada orificio. Quinze minutos mais
tarde, o grau de lise celular foi quantificado
espectrofotometricamente a 570 nm (Multiskan MCC/340 MKII, Flow
Laboratories). Devido a nfo disponibilidade de TNF de rato, as
curvas padrdes foram sempre realizadas com TNFa recombinante de
camundongos, e o conteido de TNF nos materiais testados foi
calculado por comparacdo com as quantidades padrdes.

Os resultados correspondem 3 média dos dados obtidos em
diferentes experimentos, e foram expressos em termos de
concentragcdao de TNF (ng/ml). Em todos os experimentos, foi
usade anticorpo anti-mrTNF murino , obtido em coelhos, para
estudar o envolvimento de c¢itocina semelhante ao TNF nas
amostras obtidas.

11. Andlise estatistica
Utilizou-se o teste t de Student para a comparacio das
médias obtidas nos diferentes experimentos realizados. O nivel

de signific@ncia foi determinado pelos valores de p=0, 05.
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IIT - RESULTADOS

01. Efeito dos sobrenadantes de culturas de macréfagos sobre a
migragdo de meutrdfilos.

Para efeito de comparacg8o foram obtidos sobrenadantes de
cultura de macréfagos peritoneais de camundongos e de ratos,
estimulados in vitro com LPS. Esses sobrenadantes foram
utilizados em ensaios de indug@o e de inibic&Zc da migracio de
neutrofilos, em cavidades peritoneais de camundongos e ratos,
respectivamente.

Similarmente ao observado por CUNHA & FERREIRA (1986), os
sobrenadantes de cultura de macréfagos de ratos obtidos aqui
também mostraram a presenga de fator(es) que induz(em)
significativo recrutamento de neutréfilos (p= 0,003) para a
cavidade peritoneal de ratos tratados com dexametasona (Figura
1.

A injegdo endovenosa desses sobrenadantes, doravante
chamados de Fator de ratos, também fol capaz de inibir de modo
significativo (p= 0,001) a migragcio celular induzida pela
administragdo intraperitoneal de carragenina (Figura 2).

Conforme pode ser verificado na Figura 3 {painel A), os
sobrenadantes de cultura de macrdéfagos de camundongos,
doravante chamado de Fator de camundongos, também induziram um
gignificativo recrutamento de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de animais “naive” (p= 0,015) ou pré-tratados com
dexametasona (p< 0,001). Ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os nameros mwédios de neutrédfilos
encontrados nos grupos tratados ou ndo com dexametasona e
injetados com o Fator.

A Figura 3 ({(painel B) mostra ainda que a dexametasona,

utilizada nesses ensaios, estd com sua atividade anti-
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inflamatOria preservada Jja& que a migracdo induzida pela
carragenina, em animais pré-tratados com o glicocorticéide, foi
significativamente inibida (p= 0,001).

Estes resultados parecem indicar gque macréfagos de
camundongos também liberam, sob estimulo com LPS, fator(es)
capaz (es) de suplantar ‘o) efeito anti-inflamatodrio da

dexametasona e desta forma, recrutar neutréfilos para o foco da
inflamacdo.

C tratamento endovenoso de camundongos naive com o Fator
de camundongos foi ainda capaz de inibir a migracio induzida
pela carragenina, conforme mostrado na Figura 4.

Este conjunto de resultados sugere que macréfagos de
camundongos, estimulados com LPS, liberam fatores que atuam
sobre neutrdfilos, inibindo ou promovende a sua migracgdo para o
foco inflamatédrio.
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Figura 1 - Sobrenadante de cultura de macréfagos de ratos estimulados com

LPS (Fator de ratos, Fr) induz migracfio de neutrSfilos. 2As barras
representam a migracgfic de neutrdfilos para as cavidades peritoneais de ratos
induzida por injegd@o intraperitoneal (ip) de 3 ml de Fr, correspondente ao
material obtido do cultivo de 4 x 10° macrGfagos estimulados pelo LPES, cu
por 3 ml de salina fisioldgica (8al). Os resultados estdo exXpressos Ccomo as
médias dos ndmeros de células/ml de lavado peritoneal + o erro padric da
média (E.P.M.) . Os nidmeros scobre as barras indicam a quantidade de animais
utilizados em cada grupo experimental. Os asteriscos (*) indicam resultados

estatisticamente significativos zo nivel de pP<0,05 noc teste t de Student.
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Figura 2 - Pator de ratoz inibe a migrag8o de neutréfilos induzida pela
carragenina. As Dbarras representam a migra¢fo de neutrdfilos induzida pela
injeg8o ip de carragenina (Cg; 500 pg/3 ml/animal) ou de salina fisioldgica
{8al, 2 ml/animal). Os animais foram pré-tratados endovenosamente (iv), 1 h
antes dos estimulos ip, com 0,2 ml de salina {(8Sal) ou com 0,2 ml de Fator de
ratog (Fr), correspondente ao material liberado por 4 x 10° macrofagos
estimuilados pelo LPS. Os resultados estdo expressos como descrito para a
figura 1. Os ndmeros sScbre as barrasg indicam a guantidade de animais
utilizados em cada grupo experimental 0Os asteriscos (*) indicam resultados

eastatisticamente significativos ao nivel de p<0,05 no teste t de Student.
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Figura 3 - Sobwenadante de cultura de macréfagos de camundongos estimulados

com LPS (Fatoxr de camundongos, Fc) induz migra¢do de neutr&filos. Painel A,
Migragdo de neutrdfilos para as cavidades peritoneais de camundongos
induzida pela administracioc ip de 0,2 ml do Fator de camundongos (Fe, 0,2
ml/animal), coxrespondente ao material liberado por 4 x 10° macrdfagos
estimulados pelo LPS. Painel B, Migragdo de neutrdfilos induzida pela

injegdo ip de carragenina (Cg, 300 pg/0,2 mi/animal). Os animais Fforam pré-
tratades por wia subcut@inea {sc), 1 h antes dos estimulos ip, com Salina
{8al, 0,2 ml/animal) ou com dexametasona (Dexa, 0,5 mg/Kg/0,2 ml/animal) . Os
resultados est&o expresscs como descrito para a figura 1. Os nimeros sobre
as barrag indicam a quantidade de animaigs utilizados em cada grupo
experimental . Oz asteriscosg (**} indicam resultades estatisticamente

significativos ao nivel de pg0,001 no teste + de Student.
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Figura 4 - Fator de camundongos inibe a migracfic de neutr6filos induzida
pela carragenina. As barras indicam a wigracfo de neutrdfilos induzida pela
inje¢do de caxragenina (Cg, 300 pg/0,2 ml/animal) ou de Salina (8al, 0,2
ml/animal) . Os animais foram pré-tratados por via iv, 1 hora antes dos
egtimulosg ip, com Fe (0,2 ml/animal), correspondente ac material liberado
por 4 X 10° macrdfagos estimulados peleo LPS, ou com Salina (8al, 0.2
ml/animal) . Os resultados est3o expressos como descrito para a figura 1. Os
nameros scbre as barras indicam a quantidade de animais utilizados em cada
grupo experimental. 0Os asteriscos {(**) indicam resultados estatisticamente
significativos ao nivel de p<0,001 no teste t de Student.
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02. Os componentes ativos presentes nos Fatores de ratos e
camundongos ndo sdo espécie-especificos.

A administracdo intraperitoneal do Fator de ratos em
camundongos e a do Fator de camundongos em ratos mostrou gue
esses fatores ndo atuam de modo espécie-especifico, no gue se
refere a atividade indutora de migracdo, uma vez que o Fator de
ratos foi capaz de induzir significativa migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos (Figura
5, Painel A) e vice-versa (Figura 5, Painel B), tratados ou nio
com dexametasgona.

Ao contrério, nos ensaios de inibicdc da migracdo, o pré-
tratamento com o Fator de ratos reduziu significativamente a
migragdo de neutrdfilos induzida em camundongos pela injeqgdo
intraperitoneal de carragenina (Figura 6, Painel B) porém, o
mesmo néo ocorreu quando o Fator de camundongos foi empregado
para inibir a migrac8o de neutrdfilogs em ratos (Figura 6,
painel A).

03. Curva temporal da migragdo de neutréfilos e de células
mononucleares induzida pelo Fator de camundongos.

Os experimentos descritos a seguir tiveram como objetivo
verificar o perfil de células presentes no lavado peritoneal de
animais tratados com o Fator de camundongos, ao longo das
primeiras 96 horas apds a injecdio do estimulo. Para tal,
injetou-se © Fator de camundongos em grupos experimentais, gque
foram sacrificados 2, 5, 10, 24, 48, 72 e 96 horas apds o
estimulo. Todos os animais foram tratados previamente com
dexametasona. Como grupo controle foram utilizados animais que
receberam Solugdo salina 0,15 M, por via intraperitoneal.

A figura 7 mostra que o Fator de camundongos, administrado
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intraperitonealmente em animais pré-tratados subcutaneamente
com o glicocorticdide, induz wigragdo de neutréfilos,
considerada maxima e estatisticamente significativa (p< 0, 001)
em relagdo aos controles, no intervalo entre 5 e 10 hs, apds a
injegdo do estimulo. Os nlimeros de PMN-neutréfilos voltaram ao
basal a partir da 24* hora apds administracdo do estimulo.

Conforme pode-se também observar na Figura 7, o Fator de
camundongos foi capaz de induzir a migragdo de células
mononucleares para a cavidade peritoneal de camundongos
tratados com dexametasona. A migracdo desse tipo celular
alcangcou wvalores gignificativos {(p= 0,144) em relac3o aos
controles mna 10° hora apdés a injecdo do estimulo, e se
mantiveram elevados até o final do periodo de observag¢do (96
hs) .

Nos proéximos experimentos, gquando se desejava verificar
migragdo de neutréfilos, foi definido o tempo de 5 hs apés
injegdo do estimulo inflamatério para a coleta do lavado
peritoneal e determinac¢do da migracdo desse tipo celular.
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Figura 5 - Fatores de ratos (Fr) e de camundongos {F¢) ndo atuam de modo

espécie-especifico na indugdo de migragdo de neutrSfilos para cavidades
peritoneais. Painel A, Migraciic de neutrédfilos induzida por injecdo ip de
Fator de ratos (Fr, 0,2 ml/animal}, correspondente ao material liberado por
4 x 10° macrofagos estimulados pelec LPS, em cavidades peritoneais de
camundongos. Painel B, Migrac3o de neutrdfilos induzida por injecdc ip de
Fator de camundongos {(¥¢, 3 ml/animal), correspondente ao material liberado
por 4 x 10°® macrofagos estimulados pelo LPS, em cavidades peritoneatis de
ratos. Og animais foram pré-tratados por via sc com dexametasona {Dexa, 0,5
mg/¥g/0,2 ml/animal) ou com salina (0,2 ml/animal), 1 h antes dos estimulos
ip. 0Os resultados estic expressos como descrito para a figura 1. 0s nGmeros
sobre as barras indicam a quantidade de animais utilizados em cada grupo
experimental. Os asteriscos  (**) indicam resultados estatisticamente

significativos ao nivel de p<0,001 no teste t de Student.
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Figura 6 - Efeito da administrag¢fo endovenosa dos Fatores de ratos (Fr) e de
camundongos {(Fc} sobre a migrag¢fo de neutréfilos induzida pela carragenina.
Painel A, Migracdo de neutréfilos em ratos pré-tratados por via iv com Fator
de camundongoss (Fe, 0,2 ml/animal), correspondente ao material liberado por
4 x 10° macrofagos estimulados pelo LPS. Painel B, Migracdo de neutrofilos
em camundongos pré-tratados com Fator de ratos (Fr, 0,2 wml/animal),
cerrespondente ao material liberado por 4 x 10° macrofagos estimulados pelo

LPS. Os animais receberam inje¢3o ip de carragenina {Cg, 300 pg/0,2

ml /camundongo ou 500 pg/3 ml/rato), 1 h apds o tratamento endovenoso. Osg
animais controles desse experimento receberam injecBes ip de salina (8Sal,
0,2 ml/animal), 1 h apfs o tratameno endovenoso. 05 resultados estdo

expressos como descrito para a figura 1. Os nimercs sobre as barras indicam
a quantidade de animais utilizados em cada grupo experimental. Os asteriscos

(**) indicam resultadcs estatisticamente significativos ao nivel de p=0,001
no teste t de Student.
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Figura 7 - Influéncia do tempo sobre a migragfo de células induzida pela

injeqgdc intraperitoneal de Fator de camundongos (Fc¢) em animais pré-tratados
com dexametasona. Os tridngulos cheiog indicam os nGmeros médios de células
monornucleares e 0s circulos cheios indicam os nimeros médios de neutrdfilos
presentes nas cavidades peritoneais de camundengos injetados com Fo (0,2

ml/animal), correspondente ao material liberado por 4 x 10° macréfagos
estimulados pelo LPS. 0Os tri&ngulos vazios e os circulos vazios representam
08 nomeros médios de células mononucleares e de neutrofilos,

respectivamente, presentes nas cavidades peritoneais dos animais dos grupos
controles, que foram injetados com salina (0,2 ml/animal). Todos o8 animais
foram pré-tratados por via sc com dexametasona (0,5 mg/Kg/0,2 ml/animal), 1
h antes das injegfes ip. O animais foram sacrificados nos intervalos de
tempo indicados na figura, em grupos de seis animais por tratamento. Os
resultados foram analisados pelo teste t de Student, encontrando-se

diferenga estatisticamente significativa, ac nivel de p<0,05, apenas no
nimerc médio de neutrdfilcs presentes nas cavidades peritoneais dos animais
entre 5 e 10 h apds a injecdo de Fg.
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04, Detecgdo de TNF em sobrenadante de cultura de

macrofagos peritoneais de camundongos.

Dados da literatura mostram que citocinas tais como IL-1,
IL-6 e IL-8 e o TNF, sdo capazes de promover a quimiotaxia de
PMN-neutr6filos para o foco inflamatério (BENDTZEN, 1988;
DINARELLO, 1987).

O protocolo utilizado para obtencdo dos Fatores de
camundongos e ratos no presente trabalho permitia-nos prever a
existéncia de pelo menos duas dessas citocinas nas preparagdes,
isto & IL-1 e TNF. Assim, oOs experimentos descritos a seguir,
tiveram por objetivo verificar se citocinas desse tipo estavam
presentes nos Fatores obtidos de ratos e camundongos, para
posteriormente verificar gqual sua contribuic8o no recrutramento
de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de camundongos
tratados com dexametasona.

A pesquisa de TNF nos Fatores de ratos e de camundongos,
realizada através de ensaios de citotoxicidade sobre células
WEHI 164 clone 13, como descrito por ESPEVICK & NISSEN-MAYER
(1986), revelou a presenga de quantidades significativas dessa
citocina nas preparacdes. Concentrag¢des crescentes de mrTNFo
foram empregadas para a obtencdo de curvas padrdes, a partir
das quais se determinou a concentracio de TNF presente nas
amostras. Como pode-se observar na Tabela I, as diferentes
partidas de Fator de camundongos e de ratos apresentaram
quantidades de TNF gue variaram entre 1,12 a 14,70 ng/ml, e
60,0 a 5.309,0 ng/ml, respectivamente.
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ANIMAIS PARTIDAS DE SOBRENADANTES DE TNF
MBACROFAGOS (rigy/mi)
1 2.179,00
2 5,303, 00
3 60,00
RATOS 4 74,00
5 356,50
*
6 ND
*
1 ND
2 3,20
*
3 ND
CAMUNDONGOS a4 6,36
5 1,12
*
& ND
7 1,12
8 14,70

Tabela 1- Petecgdo de TNF em sobrenadantes de cultura de macré&fagos de ratos
e de camundongos estimulados com LPS. A determinacdo das concentracSes de
TNF nas amostras de sobrenadantes de macrofagos foi realizada através de
ensaios de citotoxicidade em células WEHI 164 clone 13, segundo ESPEVICK &
NISSEN-MEYER (1986}, e deduzidas das curvas-padrdes elaboradas a partir dos
resultados obtidos com concentrag¢®es conhecidas de mrINFo, utilizadas em
cada ensalo. 0s resultados repregentam a média de pelo menos trés
determina¢Bes, gque foram realizadas em quadruplicata para cada diluig8o da
amostra-teste.

* ND= nfdo determinado
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05. Influéncia do TNFa contido no Fator de camundongos scobre a
migragédo de neutrdéfilos.

A influéncia do TNF na migracdc de neutréfilos, induzida
pela administragdo do Fator de camundongos, foi investigada em
ensaios de mneutralizagdio da citocina presente no Fator, através
do uso de anticorpos anti-TNFa, contidos na fracfo IgG obtida
de soro imune de coelhos (IgG a-TNFa). Conforme pode ser
observado na Figura 8 (Painel A), o tratamento com a IgG a-TNFa
nac blogqueou significativamente a migracio de neutréfilos
induzida pelo Fator de camundongos, em animais naive. 2o
contrario, a pré-incubagdo do Fator de camundongos com a IgG a-
TNFo aboliu completamente a migrag8o de neutréfilos (p= 0,002)
induzida pelo Fator, em animaig pré-tratados com a dexametasona
(Figura 8, Painel B}.

Esses resultados parecem indicar que varias citocinas com
atividade indutora de migrac¢8c de neutrdfilos devem estar
presentes nos sobrenadantes de culturas de macrdéfagos,
estimulados in vitro com LPS. Porém, a migracdo de neutrdfilos
induzida pelo Fator de camundongos, em animais tratados com
dexametasona, pode ser atribuida ao TNFa presente nessas
preparacbes, uma vez que anticorpos especificos contra essa

citocina blogquearam completamente a migracio nesses animais.
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Figura 8 - Anticorpos anti-TNFa murino bloqueiam a migragdo de neutré6filos

induzida pelo Fator de camundongos {Fc) em animais tratados com
dexametasona. As barras representam az migracfo de neutré&filos induzida pela
administrag@io ip de Fc pré-incubado com anticorpos anti-TNFa (a-TNF; 0,2 ml
de Fc em sallna contendo 200 pg de IgG anti-TNFoa/animal}, ou com galina
fisiclagica (0,2 ml de Fc em salina/animal). Os animais dos grupos controles
receberam injeq¢fes ip de salina fisiolégica contendo anticorpo anti-TNFo (a-
TNF; 0,2 ml de salina contendo 200 pg de IgCG anti-TNFu/animallou de salina
(0,2 ml/animal). Os camundongos foram pré-tratados por via subcuténea com
salina fisiocldgica (8al; 0,2 wml/animal, Painel A) ou com dexametasona (Dexa;
0,5 mg/Kg/0,2 ml/animal, Painel B), 1 h antes dos estimulos ip. Os
resultados estio expressos como descrito para a figura 1. Og nimeros sobre
as barras indicam a quantidade de animals utilizados em cada grupo
experimental . Os asteriscos indicam resultados estatisticamente
significativos ao nivel de p<0,05 (*) ou ps0,001 (**} no teste t de Student .
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06. Efeito do TNFa recombinante murino sobre a migragdoc de
neutréfilos.

Na Figura 9 pode-se observar gque a administracio
intraperitoneal de mrTNFa (0,1 pg/animal) foi capaz de induzir
significativa migracio de neutrdfilos tanto para cavidades de
camundongos "“naive” como daqueles tratados com a dexametasona,
ndo havendo diferenca gignificativa entre ambos (p= 0,234).

A Figura 10 (Painel A) mostra que a administragdo de doses
crescentes (0; 0,1; 1,0 e 10,0 pg/cavidade) de mrINFo induziu,
de modo dose-dependente, a migracdo de neutré6filos para
cavidades peritoneais de camundongos, pré-tratados
subcutaneamente com dexametasona. Nos experimentos subsequentes
foi sempre wutilizada a dose de 0,1 #g por cavidade, para
induzir migrag¢do de neutrdfilos em animais pré-tratados com
dexametasona .

O painel B da Figura 10 mostra que a migragdo de
neutréfilos para as cavidades peritoneais de camundongos, pré-
tratados com dexametasona, induzida por mr'TNFea , foi
completamente abolida pela pré-incubacio da proteina
recombinante com a IgG a-TNFo (p= 0,001).

Esses resultados reforgcam a hipétese de que seja © TNFa,
presente no Fator de camundongos, a citocina responsavel por
suplantar o efeito anti-inflamatério da dexametasona em
murinos.
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Figura 9- TNFO murino recombinante (mzTNFo) induz migragdo de neutréfilos
para cavidades peritoneais de camundongos tratados ou ndo com
glicocorticSéide. As barras representam a migracio de neutrdfilos para as

cavidades peritoneais de camundongos injetados por via ip com mrTNFa {TNF:

0,1 pg/0,2 ml/animal) ou com salina fisiolégica (8al; 0,2 ml/animal) . Os
animais foram pré-tratados por via sc com dexametascna (Dexa; 0,5 mg/Kg/0, 2
ml/animal) cu com salina {0,2 ml/animal), 1 h antes dasg injecgdes ip. Os

resultados est&o expressos como descrito para a figura 1. Os ndmeros sobre
as barras indicam a quantidade de animasis utilizados em cada grupo
experimental. Os asteriscos indicam resultados estatisticamente

significativos ao nivel de p<0,001 (**) no teste t de Student. Nio foi

observada diferenga significativa entre a migragZo induzida pelo mrTNFaem
animais tratados ou ndo com a dexametasona.
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Figura 10 - Migragfo de neutréfilos induzida pelo mrTNFa em camundongos

pré-tratados com dexametascna & dose-dependente e bloguedvel com anticorpos
especificos. Painel A, Migragdc de neutr6filos para as cavidades peritoneais

de camundongos, induzidas por injecdes de doses crescentes de mrTNFo (TNFo;
0; 0,1; 1,0; 10,0 pg em 0,2 ml de salina/cavidade). Painel B, Migracdo de
neutrdofilos induzida pela injegdc ip de mrTNFo (TNFa; 0,1 pg de mrTNFo em
0,2 ml de salina/cavidade) ou de mrTNFa pré-incubadc com anticorpo
especifico (a-TNF; 0,1 pg de mrTNFo em G,2 ml de salina contende 200 pg de
IgG anti-TNFo/cavidade). Os grupos controles desse experimento receberam

salina pré-incubada com anticorpo (8al; 200 pg de Ig@ anti-TNFa em 0,2 ml de
salina/cavidade). Todos os animais foram pré-tratados por wvia sc com
dexametasona (0,5 mg/Kg/0,2 ml/animal), 1 h antes das injec¢Bes ip. Os
resultados estdo expressos como descrito para a figura 1. Os nimeros sobre
as barras indicam a quantidade de animais utilizados em cada grupo
experimental. Os asteriscos indicam resultados egstatisticamente

significativog ao nivel de ps0,.05 (*) no teste t de Student.
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07. Curva temporal da migracio de neutréfilos e de células

mononucleares induzida pelo mrTNFa.

A Figura 11 mostra que inje¢des intraperitoneais de 0,1 ng
de mrTNFoe em camundongos pré-tratados subcutaneamente com a
dexametasona fol capaz de induzir uma migrac3o de neutréfilos
tempo-dependente e considerada mixima e estatisticamente
significativa, em relagdo aos controles, entre 5 e 10 horas
apds as injeq¢des da citocina. Porém, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os ntmeros médios de células
mononucleares, ao longo de todo o periocdo de observacdo (até 48
horas apdés o estimulo).

08. Efeito de anticorpos anti-TNFao sobre a migragdo de
neutréfilos induzida pelo LPS.

Uma vez que 08 So0ros imunes anti-TNFa obtidos em coelhos
foram preparados através da imunizaciio dos animais com a
citocina recombinante, e desta forma poderiam conter também
anticorpos contra a endotoxina, experimentos foram realizados
no sentido de verificar se a IgG purificada a partir desses
soros seria capaz de reduzir o efeito inflamatdrio do LPS.

A pré-incubagdo do LPS com o anticorpc anti-TNF ndo foi
capaz de reduzir sua capacidade de induzir a migracdo de
neutrofilos para cavidades peritoneais de camundongos (dados

ndo mostrados) .
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Figura 11 - Influéncia do tempo na migragfio celular induzida pelo mrTNFa em

camundongos pré-tratados com dexametasona. Os tri&ngulos cheios indicam os
niémeros mé&dios de células wononucleares e os circulos cheios indicam os
nimeros médios de neutrdfilos presentes nas cavidades peritoneais de

camundongos injetados com mrTNFo (0,1 pg em 0,2 ml de salina/animal) . Os
tridngulos wvaziogs e os circulos wvazios representam, respectivamente, oS
nimeros médios de cé&lulas mononuclesares e de neutrofilos presentes nas
cavidades peritoneais dos animais dos grupos controles, que foram injetados
com salina (0,2 wml/animal). Todos os animais foram pré-tratados por via sc
com dexametasona {0,5 mg/Kg/0,2 ml/animal), 1 h antes das injecfes ip. Os
animais foram sacrificados nos intervalos de tempo indicados na figura, em
grupcs de seis animals por tratamento. 0s resultadeos foram analisados pelo
teste t de Student, encontrando-se diferenca estatisticamente significativa,

ao nivel de p=<0,05, apenas no nimerc médio de neutrsfiles presentes nas
cavidades peritoneais dos animais entre 5 e 10 h apds a injecgidc de mrTNFoa.
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09. Efeito do pré-aquecimento do LPS e mrTNFa sobre a migragédo
de neutréfilos.

Sabe-se que proteinas recombinantes podem conter
diferentes quantidades de LPS, como contaminantes. Por esta
razdo, os experimentos descritos a seguir tiveram por objetivo
avaliar a participacéo da endotoxina na migracgdo de
neutréfilos, induzida pelo mxrTNFo em uso.

Para tal, uma preparag¢do da mrTNFa, contendo 0,5 ug/ml de
proteina, e outra de LPS, contendo 0,5 ug/ml da endotoxina,

foram agquecidas a lOO0 C por 30 minutos e a segulr injetadas

intraperitonealmente em dois grupos de animais naive (0,2
ml/animal) . Preparagdes semelhantes de LPS e de TNF, ndo
aquecidos, foram respectivamente injetadas em outros dois

grupos experimentais. Como controle desses experimentos foram
utilizados animais que receberam solug¢do salina 0,15 M, por via
intraperitoneal (0,2 wml/animal) .

Como pode-se observar na Figura 12, o© pré-agquecimento do
LPS ndo reduziu a capacidade da endotoxina de induzir a
migracdo de  neutréfilos para cavidades peritoneais de
camundongos {(p= 0,016}. Ao contrario, e provavelmente pelo seu
efeito desagregador, o aguecimento do LPS favoreceu a sgua
atividade inflamatdéria. Por outro lado, o pré-aquecimento do
mrTNFo aboliu completamente sua capacidade de recrutar

neutréfilos para o local da injecgdo do estimulo (p= 0,024).

50




1.0

E
\
——
-
i ®%
P4 6
g 0.5“_ ‘l'
w2
<
=
[ i—
o
M x
5 6
* L
= 5
- ¢
- o
0.0 - -+ -+ 100°C
Sal TNF« LPS

Figura 12 - Efeito do pré-aquecimento do LPS e do mrTNFo scbre a migragdo
de neutrdéfilos em camundongos. A=z barras representam a migracdo de
neutrofilos para cavidades peritoneais de camundongos induzida pela injecdo
de LPS (LPS;200 ng em 0,2 ml de salina/cavidade) ou de mrTNFo {(TNFa.; 100 ng
em 0,2 ml de salina/cavidade), pré-agquecidos ou ndo a 100°%C. Og animais do
grupo controle foram injetados per via ip com salina fisioldgica (8al; 0,2
ml/cavidade) . Os resultados estdo expressos come descrito para a figura 1.
Os nimeros sobre as barras indicam a quantidade de animais utilizados em
cada grupc experimental. Os asteriscos indicam resultados estatisticamente

sigrificativos ao nivel de ps0,05 (*) e p<0,001 (**) no teste t de Student.
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10. Efeito do pré-tratamento de camundongos com anticorpo anti-
TNF sobre a migragdo de neutrSfilos induzida pelo LPS.

A figura 13 mostra que o pré-tratamento de camundongos com
o anticorpo monoclonal XT22.11 anti-TNFo bloqueou completamente
a migragdo de neutré6filos para as cavidades peritoneais desses
animais, induzida pelo LPS.

O conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho

indicam gque, tanto "in vitro" quanto "in vivo", macréfagos
peritoneais de camundongos estimulados com LPS liberam fator(s)
guimiotdatico(s) para neutréfilos de animais tratados com

dexametasona, e que esse fator & o TNFa
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Figura 13 - Pré-tratamento de camundongos com anticorpo anti-TNF abole a
migrag8o de neutrdfilos induzida pelo LPS. Grupos de camundongos foram pré-
tratados através de injegdo intraperitoneal com anticorpo monoclonal XT22.11
anti-TNFa (a~-TNF; 100 pg/0,2ml/cavidade) cu com salina fisioclégica (Sal; 0,2
ml/cavidade). Uma hora apés as inje¢des ip, os animais receberam LPS ip como
estimulo inflamatorio (LPS; 200 ng/0,2 ml/cavidade). Os animais dos grupcs
controles receberam injegdo intraperitoneal de salina fisioclégica (0,2
ml/cavidade). As barras indicam a migragio de neutréfilos induzidas pelos
diferentes tratamentos. Os resultados estdo expressos come descrito para a
figura 1. 0Os asteriscos indicam resultados estatisticamente significativos
ao nivel de ps 0,001 (**) no teste t de Student.
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DISCUSSAO



VI - DISCUSSAO

A dexametasona tem sido clinicamente indicada em muitos
processos inflamatdérios como o glicocorticdide de escolha
(FORSYTH & TALBOT, 1992) devido a sua acdo antiinflamatéria
ampla, abrangendo o bloqueio de vérics fendmenos que ocorrem
durante a inflamagdo, tais como a formacdo de edema (DINARELLO,
1987), a migragdo de células para o foco inflamatdrio (CUNHA &
FERREIRA, 1986) e a liberacgdo de citocinas inflamatérias
(MUKAIDA et alli, 1992; LEW et alli, 1988; MUKAIDA et alli,
1991) .

O efeito inibidor da migracdo de neutréfilos exibido pela
dexametasona tem sido observado quando se utiliza diferentes
estimulos inflamatériocs. Assim, foi demonstrado que a
dexametasona & capaz de bloquear a migracdo de neutrdfilos para
cavidades peritoneais de ratos, induzida por LPS e carragenina
(CUNHA, 1989).

Dados da literatura mostram gque varias citocinas sdo
capazes de induzir o recrutamento de neutrdfilos para o sitio
inflamatérico, e entre elas destacam-se a IL-1 (DINARELLO, 1987;
BENDTZEN, 1988), a IL-6 e o TNFa (BENDTZEN, 1988) e a IL-8
(CASSATELLA et alli, 1992). Porém, citocinas tais como o IFNy,
a IL-1, o TNFo e a IL-8 tiveram a sua atividade indutora de
migragdo celular "in vivo" bloqueada pelo pré-tratamento dos
animais com a dexametasona (RIBEIRO et alli, 1990; FACCIOLI et
alli, 1990; RIBEIRO et alli, 1991)

Por outro lado, foi demonstrado que macréfagos peritoneais
de ratos elicitados com tioglicolato e estimulados "in vitro™
com LPS liberam no sobrenadante um fator capaz de induzir a
migragdo de neutrdéfilos para cavidades peritoneais de animais
tratados com dexametasona, denominado Fator quimiot&tico para
neutréfilos derivado de macrdfagos (MNCF) (CUNHA & FERREIRA,
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1986) . Evidéncias mais recentes indicam gque o MNCF & uma
proteina de 54 KDa, ligante de D-galactose, que induz migracgdo
de neutr6filos através de mecanismo direto, envolvendo a
participagdo do sitio de 1ligac8o ao aclcar (DIAS-BARUFFI et
allii, 1993) .

Um dos objetivos do presente trabalho era verificar se
macroéfagos peritoneais de camundongos, estimulados com LPS,
também eram capazes de liberar no sobrenadante de cultura uma
atividade MNCF-gsimile, isto é um fator capaz de atuar em
animais tratados com dexametasona. Assim, utilizando-se o mesmo
protocolo descrito por CUNHA & FERREIRA (1986) para obtencdo do
MNCF, verificou-se que sobrenadantes derivados do cultivo de
macrdfagos peritoneais de camundongos, estimulados "in vitro"
com LPS, foram capazes de induzir a migracdo de neutréfilos
para cavidades peritoneais de camundongos naive ou pré-tratados
com a dexametasona. Esses resultados sugeriam que macréfagos
peritoneais de camundongos eram capazes de liberar, sob
estimule com o LPS, um fator semelhante ao MNCF de ratos.

Verificou-se ainda que a migracdoc de neutréfilos induzida
pelos fatores de rato e de camundongo, em animais pré-tratados
com dexametasona, ndo ocorre de modo espécie-especifico, isto
€, o fator 1liberado por macréfagos de rato foi ativo em
camundongos e vice-versa.

A cinética de migragdo celular em animais tratados com o
fator de camundongos foi similar 4 que j& havia sido observada
anteriormente para o MNCF (CUNHA, 1989), ou seja, a migracdo de
neutrofilos foi méxima ao redor de 10 h apés a injecdo
intraperitoneal do estimulo. A migracdo méxima de células
mononucleares ocorreu ao redor de 24 h, atingindo um platd até
as 72h apds a injecdo de sobrenadante.

Por outro lado, foi verificado anteriormente gque o
sobrenadante de macr6fagos de ratos, contendo o MNCF, quando
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administrado endovenosamente em ratos naive, era capaz de
bloquear a migracgfio de neutrdfilos induzida por diversos
estimulos dinflamatdérios (TAVARES et alli, 1989; TAMASHIRO et
alli, 1992) . A atividade inibidora da migracdo de neutréfilos
contida nos  sobrenadantes de cultura de macréfagos foi
inicialmente atribuida & presenca de uma nova citocina nesses
sobrenadantes, denominada Fator inibidor do recrutamento de
neutrdfilos (NRIF) (TAMASHIRO et alli, 1992). O NRIF ainda nédo
estd Dbem caracterizado, porém & provavel gque ambas as
atividades, NRIF e MNCF, possam ser devidas a um Gnico fator
(TAVARES-MURTA et alli, 1993).

| No presente trabalho, observou-se que o scobrenadante de
cultura de macrdéfagos de camundongos, estimulados "in vitro"
com LPS, guando administrado endovenosamente em camundongos,
também foi capaz de bloguear a migracfio de neutrdfilos induzida
por injeg¢dio intraperitoneal de carragenina (figura 4) ou de LPS
(dados ndo mostrados). Porém, ao contridrio do gue ocorreu para
a indugdc de migragio, o fator de camundongos nio foi eficiente
em blogquear o recrutamento de neutrdfilos em ratos estimulados
com carragemnina.

Dados da literatura mostram gque varias citocinas com
atividade pré-inflamatdéria tais como IL-6, IL-8 e TNF (CYBULSKY
et alli, 1988; CANNON et alli, 1990; VAN ZEE et alli, 1991)
podem apresentar, sob certas circunsténcias, atividades
antiinflamatdrias, tais como inibicfo da ades8o de neutrdfilos
a células endoteliais ativadas (GIMBRONE et alli, 1989) e
inibicdo da migragdc de neutrdfilos "in vivo" para o foco
inflamat6rioc (OTSUKA et alli, 1990; HECHTMAN et alli, 1991;
ULICH et alli, 1991). Além disso, CUNHA & ‘TAMASHIRO (1992)
mostraram qgue a migragdo de neutrdéfilos para a cavidade
peritoneal de ratos, induzida pela carragenina, podia ser
inibida pelo pré-tratamento dos animais com TNFa e/ou IL-8
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recombinantes.

Asgim, o8 resultados obtidos no presente trabalho sugeriam
que no sobrenadante de cultura de macréfagos de camundongos
poderiam estar presentes citocinas com as caracteristicas acima
descritas, isto & capazes de induzir ou de bloquear a migracdo
celular, a depender das condic¢Bes em que fossem apresentadas ao
hospedeiro.

Com o© objetivo de verificar que citocinas estariam
envolvidas mna induc@io da migracio celular, foram realizados
experimentos nos quais o fator de macréfagos de camundongos foi
pré-incubado com anticorpos anti-TNFo, policlonal (IgG de
coelho anti-rmTNFd) ou monoclonal (XT22.11, uma IgG de rato

anti-TNFq) e, a seguir injetado intraperitonealmente em
camundongos . Esse procedimento foi guficiente para abolir 100%
da atividade indutora de migragdo contida em tais
sobrenadantes, quando os animais haviam sido tratados

previamente com a dexametasona. Em animais n8o tratados com
dexametasona, a migrac¢do de neutréfilos induzida pelo fator de
camundongos fol apenas parcialmente blogueada pela sua pré-
incubagdo com anticorpos anti-TNF. O conjunto desses resultados
sugeriam gue no sobrenadante de cultura de macréfagos de
camundongos, estimulados "in vitro" com LPS, sio liberadas
diferentes citocinas capazes de induzir a migragdo de
neutrofilos para o peritdnio de camundongos porém, sé o TNFa
parece ser ativo em animais tratados com dexametasona.

Com o objetivo de verificar se o TNFa seria capaz de
induzir migragdo de neutréfilos em camundongos, foram
realizados experimentos nos gquais empregou-se © TNF® murino
recombinante (mrTNFa)} como estimulo inflamatdrio. Os resultados
obtidos mostraram que esta citocina foi capaz de induzir o
recrutamento de neutrofilos para as cavidades peritoneais de

camundongos pré-tratados ou ndo com a dexametasona, de modo
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dose-dependente e com cinética semelhante i observada com os
sobrenadantes de macrdéfagos murinos.

Uma vez que preparagBes de proteinas recombinantes podem
conter quantidades varidveis de LPS como contaminante, foram
realizados experimentos para verificar se o efeito observado
com o uso do mrINFa poderia ser atribuido & presenca de
endotoxina mna preparagdo. Para isso, animais foram injetados
com LPS ou mrTNFa, aquecidos ou n3o a 100°C, por 30 min. Esse
tratamento geralmente resulta na destruicéo completa da
atividade de proteinas termo-sensiveis, mas nao afeta
lipopolissacarides. Os resultados obtidos aqui mostraram que o
aquecimento foi capaz de abolir completamente a migracdo de
neutrdfilos induzida pela proteina recombinante e, ao contrario
favoreceu significativamente o recrutamento de neutrdfilos
induzido pelo LPS.

Esses resultados no entanto, nfo descartam a possibilidade

de que quantidades extremamente baixas de endotoxina possam

estar presentes na preparacgao de TNFo, atuando
sinergisticamente com a proteina recombinante no recrutamento
de neutréfilos. Todavia, quando animais pré-tratados com

dexametasona foram estimulados intraperitonealmente com LPS,
mesmo com doses tdo altas quanto 500 ng por cavidade, nio se
observou migragdo significativa de neutr&filos para o peritdnio
desses animais (dados nfo mostrados) .

Os neutrdfilos representam a principal defesa contra
varios patdgenos. Desta forma, a migragdo eficiente dessas
células, da circulac8o para o foco inflamatério, bem como a sua
fungdo apropriada sfo de fundamental importéncia na resolucdo
de processos infecciosos (LEHRER et alli, 1988). A migragdo de
neutréfilos para os sitios envolvidos requer a interacdo com
estimulos soluveis, os quais sfo primariamente liberados por
macrdfagos ativados (LINDLEY et alli, 1988).
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As endotoxinas e lipopoligsacarides derivados de bactérias
Gram-negativas sdo potentes estimuladores de macréfagos (RAETZ,
1990). ANDERSSON et alli (1992) mostraram que mondcitos
humanos, isolados do sangue periférico, estimulados com baixas
doses de LPS acumulam TNFo, IL-8, IL-6, o antagonista do
receptor de IL-1 (IL-lra) e IL-10, ao nivel do complexo de
Golgi, bem como acumula IL-1 associado aos microtiibulos. Alguns
autores tém mostrado que mondcitos humanos rapidamente ligam
LPS e que poucos minutos de exposicdo & endotoxina s8o
suficientes para alcangar a ativac8o méxima necessaria a
liberagdo de TNF (GALLAY et alli, 1993).

Os resultados apresentados no presente trabalho mestraram

que macréfagos peritoneais de camundongos estimulados "in
vitro" por curta exposicdo ao LPS (30 min), 1liberam no
sobrenadante de cultura, apbs a remocdo do estimulo,

quantidades detectdveis de TNF. Mostraram ainda, que tais
sobrenadantes foram capazes de induzir a migracdo de
neutrdfilos para cavidades peritoneais de camundongos, fossem
eles naive ou tratados com dexametasona.

Assim, com © objetivo de verificar se o LPS era também
capaz de atuar “in vivo”, liberando TNFa na cavidade peritoneal
de camundongos, realizou-se um experimento no qual grupos de
animais foram pré-tratados ou n3oc com anticorpo monoclonal
anti-TNFa e a segulr, injetados endovenosamente com LPS. Nos
animais ndo tratados com o anticorpo e injetados com LPS foi
observada uma migragdo significativa de neutréfilos para a
cavidade peritoneal, cinco horas apds a injecdo do estimulo. Ao
contrario, no  grupo gue recebeu o anticorpo anti-TNF,
previamente ao estimulo com LPS, a migracdo de neutréfilos ndo
foi estatisticamente diferente dos grupos controles, isto &
animais que receberam salina intraperitonealmente. Esses

resultados mostram que o LPS atua, em camundongos de forma a
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promover a liberac8o de TNF, provavelmente por macrofagos
residentes, e que a citocina liberada & a responsavel pela
migracdo de neutdfilos induzida pelo LPS.

E bem conhecido que glicocorticéides inibem a sintese de
TNF e pensa-se que 1isto se correlacione com o efeito protetor
dos glicocorticéides no chogque endotdxico (BRINCKERHOFF et
alli, 1986; BERRY & SMITHE, 1964; BERTINE & BIANCHI, 1988).
Contudo, alguns estudos clinicos mostraram que os
glicocorticdides podem ndo ser efetivos em tais situacdes (BONE
et alli, 1987). Estudos "in vitro" tém mostrado que altas doses
de LPS e Interferon-gama suplantam o efeito inibitdrio do
glicocorticdide na estimulagdo de mondécitos humanos para a
liberagdo de &anions superdxido (SZEFLER et alli, 1989).

Assim, ©s resultados obtidos no presente estudo também sdo
indicatives de que, a despeito da dexametasona poder inibir a
migragdo induzida por diversas citocinas, ela ndo & capaz de

ter o mesmo efeito sobre o TNF previamente liberado no sitio
inflamatoric.
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V - CONCLUSOES

1- Macroéfagos peritoneais de camundongos, elicitados com
tioglicolatc e estimulados "in vitro" com LPS, liberaram nos
sobrenadantes de cultura, fator(es) capaz(es) de induzir a
migragdo de células inflamatdrias (neutréfilos e mononucleares)
em camundongos.

2- Esses sobrenadantes, quando injetados endovenosamente
em camundongos, foram também capazes de inibir a migracdo de

neutréfilos induzida por diferentes estimulos inflamatdrios.

3- 0 fator indutor da migragdoc de neutréfilos presente em
sobrenadantes de macréfagos de camundongos, estimulados “in

vitro" pelo LPS, ndo se mostrou espécie-especifico, uma vez que
foi também ativo em ratos.

4- O(s) fator(es) indutor(es) de migracdc celular obtido
de macrofagos peritoneais de camundongos foi ativo em animais
pré-tratados com dexametasona

5- A migrac@o de neutréfilos induzida pelos sobrenadantes
de cultura de macrdfagos, estimulados pelo LPS, foi atribuida a
presenga de TNF, uma vez que anticorpos anti-TNFo recombinante
murino foram capazes de blogquear essa atividade nos animais
tratados com dexametasona.

6- Quantidades significativas de TNF foram detectadas nos

sobrenadantes de cultura de macréfagos de camundongos e ratos,
estimulados "in vitro! por LPS.

7- Uma preparagdo de TNFa recombinante murino foi capaz de
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induzir, de modo dose-dependente, a migragdo de neutrdfilos
para cavidades peritoneais de camundongos. A pré-incubagdo da
proteina recombinante com anticorpos anti-mrTNFo blogueou a
migragdo de neutrdfilos induzida pela citocina, em camundongos
tratados ou ndo com dexametasona.

8- 0 aquecimento a 100°C aboliu completamente a atividade
da proteina recombinante, descartando a participacdo do LPS,

eventual contaminante da prepara¢do, na indugdo de migracdo
celular.

O conjunto desses resultados sugerem portanto que:

1- O TNFa liberado por macréfagos (obtidos de ratos ou
camundongos } através da estimulagdo com o LPS, quando
administrado em camundongos, é capaz de suplantar o efeito
antiinflamatdrio da dexametasona.

2- Provavelmente, outras c¢itocinas s8o liberadas de
macrofagos estimulados com LPS, através do protocolo aqui
utilizado, que induzem migrac8o de células inflamatdrias em
camundongos . Entretanto, o TNFa parece ser a citocina

responsavel por essa atividade quando os sobrenadantes de

macrofagos s&o empregados em animails tratados com dexametasona.
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VI- RESUMO

Foi demonstrado anteriormente que macréfagos peritoneais
de ratos, elicitados pelo tioglicolato e estimulados "in vitro®
com lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, liberavam no
sobrenadante de cultura fator indutor (MNCF) e inibidor (NRIF)
da migragdo de neutréfilos para o foco inflamatério (CUNHA &
FERREIRA, 1986; TAVARES et alli, 1989, TAMASHIRO et alli,
199%2). O MNCF foi recentemente caracterizado como uma proteina
de 54 KDa, cuja atividade se faz através de um sitio ligante &
D-galactose  (DIAS-BARUFFI et alli, 1993). Ao contrario de
outras citocinas, o MNCF induz migracdo de neutrdfilos em ratos
pré-tratados com glicocorticéides. Resultados preliminares
apontam que o NRIF e o MNCF s3o na verdade o mesmo fator
(TAVARES-MURTA et glli, 1993) .

No presente trabalho, procuramos investigar a producdo de
fatores similares ao MNCF/NRIF por macréfagos peritoneaig de
camundongos , estimulados "in vitro" com LPS, através de
protocolo semelhante ao descrito por CUNHA & FERREIRA (1986).
Os resultados aqui obtidos mostraram que macréfagos de
camundongos, sob estimulo com LPS, liberam fatores capazes de
induzir a migrac¢do de neutréfilos para cavidades peritoneais de
camundongos € ratos. Esses fatores também foram ativos em
animais tratados com dexametasona, & semelhanga do gue ocorre
com 0 MNCF.

Esses sobrenadantes foram capazes ainda de, guando
administrados endovenosamente, inibir a migrac8o de neutrdfilos
induzida por estimulos inflamatdrios, similarmente ao NRIF.

A atividade indutora de migracio de neutrdéfilos Ffoi
abolida desses sobrenadantes pela sua pré-incubacdc com
anticorpos anti-TNF. Esses resultados sugeriam gque o TNFa
detectado nos sobrenadantes de cultura de macré6fagos era a
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citocina responsavel pelas atividades bioldbégicas do
sobrenadante .

A admimnistragio de TNFa recombinante murino {mrTNFa)
reproduziu o©s resultados encontrados com os sobrenadantes de
macrbéfagos, isto &, foli capaz de induzir, de modo dose-
dependente, a migragdo de neutr6filos para as cavidades
peritoneais de camundongos pré-tratados com dexametasona. A
migracdo de neutrdéfilos induzida pelo mwmrTNFa também foi
blogqueada poxr anticorpo especifico.

Obgervou-se ainda que o pré-tratamento dos animais com
anticorpo monoclonal anti-TNFa blogqueou a migracdo de
neutr6filos induzida pela administrac8o intraperitoneal de LPS.
Esses resultados reforcam a hipdtese de que entre as citocinas
liberadas por macréfagos, residentes ou ativados, o TNFa & a

que induz migrag8o de neutrdéfilos em camundongos tratados com
dexametasona .
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