UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

ESTUDO DA RESPOSTA INFL/;\MAT(')RIA DE CAMUNDONGOS:
PRODUCAQ DE OXIDO NITRICO E DE CITOCINAS NO
ENVELHECIMENTO

Ellen Heidi Costa

Orientador: Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro

g
g I !\Jv
w H &
. o= \ g . o .
5 = :% Iese apresentada 3 Universidade
o W o .
& “»é 5 é Estadual de Campinas, como parte
- 3 ¢ . . ~
. N N dos requisitos para a obtencio do
el _— i -, “n .
o El grau de Mestre em Ciéncias
S J * r - r
£ 3 ﬁg Bmiogzeas., na Area de
by k: Imunologia.
D =
= 5o
£ st gj:‘”“
i} I P
% R I
© ?‘; (;m CAMPINAS
© 8 ) 1998
L]
[ e J
C823e

36213/BC [




g 0
Lerrgn R

-

OMe-GO1RN06Y-

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Costa, Ellen Heidi
C823e  Estudo da resposta de camundongos: producio de dxido

nitrico e de citocinas no envelhecimento /Ellen Heidi Costa. --
Campinas, SP:{s.n.], 1998,
63f.:1lus.

Orientador: Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. Oxido nitrico. 2. Inflamagio. 3. Envelhecimento. I. Tamashiro,
Wirla Maria da Silva Cunha . [I. Universidade Estadval de Campinas,
Instituto de Biologia. [, Titulo,



Campinas, 29 outubro de 1998,

BANCA EXAMINADORA
TITULARES:
Profa. Dra. Wirla Maria da Silva Cunha Tamashiro (orientadera)..fé’f‘-z‘%@%ﬁ#‘fﬁ.?:"?f?‘f‘?ji?f”’i‘f’?ﬁ’.’*T?".\.f_’?f."?’:'?{:“ffm~ ’

Profa. Dra. Dagmar Ruth Stach Machado .;}; g

Prof. Dr. Edson Antunes..................

4

e - : -
SUPLENTE:

Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha



Aos meus pais, que
me apoiaram, permitindo
que o sonho se tornasse
realidade.

A minha querida vovo
Irene (in memorian)
que, sem duvida,
nunca deixou de olhar
por mim.



A mestre Wirla M.S.C, Tamashiro com carinho



AGRADECIMENTOS

A Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP), que concedeu

o apoio financeiro necessario ao desenvolvimento deste trabalho, através dos processos n®
94/4215-9 (Bolsa) e 94/6277-1 (Auxilio Pesquisa).

A querida amiga Patricia Ucelli, que me suportou nas horas mais dificeis e colaborou
intensamente na realiza¢io desta tese.

Aos meus irmdos Erika, Evany, Evelyn e Edgar, ao meu cunhado Mario e meu
sobrinho Mark pelo amor que sempre a mimdedicaram.

Ao meu irméo do coragdo Aparecido Fanhani pelo carinho, apoio e paciéncia.
Ao meu querido av0 Nelson pelo apoio e palavras sabias.

Aos docentes, alunos e funcionarios do Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Biologia da UNICAMP pela amizade.

Aos membros da banca examinadora pelas valorosas sugestdes para a melhoria do
presente trabalho.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realiza¢iio deste projeto de
tese.



OBIETIVO S oo e,
MATERTAL E METOD O S oo oo oo e e

I

N

RESULTADOS

2.2. Estimulagdo das monocamadas de células com LPS ¢ INF-y

e obtencio de sobrenadantes..................
2.2.1. Curva dose-resposta para LPS e IFN~y..........
2.2.2. Curva de tempo de incubag8o com os estimulos..........................

2.3, Dosagem de NO2- ..
CULTURA DOS HIBRIDOMAS E OBTENCAOQ DOS ASCITES
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DOS ASCITES
DOSAGEM DE PROTEINAS.......coooooiviiiiiene s

DOSAGEM DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS: IL-1, TNF-o.

6.1b. Preparo dos sobrenadantes de células para dosagem de 1L-10
6.2. ELISA para TNF-o
6.3 ELISApara IL-1. .
6.4. ELISA para IL-10
WESTERN BLOT

7.1. Preparo das amostras

7.2. Eletroforese

7.3. Detecgdo da iINOS

Pag.

19
20
20
20
20

21
21
22
22
22
23
24

24



[. Niveis de NO liberados in vitro por células de camundongos.................. 30
1I. Influéncia das doses de LPS e IFN-y na produgdo do éxido nitrico:
CUrva dOSE-TESPOSIA. .. ......coviiiiiiiiiie ettt 33
11, Influéncia dos tempos de incubacdo com os estimulos na produgio do
oxido nitrico: Curva temporal.. ... 36
IV. Expressiao da iNOS por macrofagos peritoneais de camundongos naive
e ellCHadOS. ... 39

V. Niveis das citocinas mflamatérias IL-1o, TNF-¢ e IL-10 liberadas in

vitro por células aderentes de camundongos................... 40
DISCUSSAQ ..ot et 44
CONCLUSOES ..ottt 51

BIB L OGR AR A 52



LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Influéncia da idade sobre e a produgfio de NO por células aderentes dos
lavados peritoneais de camundongos BALB/C.............in
Tabela 2. Concentragio média, por faixa etaria, de NO; liberado por células

AQBTOIIEES . ..ot
Tabela 3. Comparacgdes dos niveis de NO liberado por células peritoneais de
camundongos BALB/c das diferentes faixas etarias,estimulados com

HOGICOTALO .o
Figura 1: Influéncia das doses de LPS e INF-y na produggo de 6xido nitrico por

células aderentes peritoneais de camundongos previamente elicitados pelo tioglicolato
das diferentes faixas etarias indicadas na figura.. ...
Figura 2: Influéncia das doses de LPS e INF-y na produgéo de oxido nitrico por
células aderentes peritoneais de camundongos previamente elicitados pelo tioglicolato
das diferentes faixas etarias indicadas na figura...............
Figura 3: Influéncia do tempo de incubagfio na produgdo de oxido nitrico por células
aderentes peritoneais obtidas de camundongos naive, das faixas etarias indicadas na
Figura 4. Analise por Western blot de iNOS em células peritoneais de camundongos

de diversas faixas etarias (2, 8, 32 ¢ 72 semanas de idade), residentes ou

elicitados pelo tioglicolato

Figura 5: Niveis de TNF-q liberados por células peritoneais aderentes de

camundongos (restdentes ou elicitadas) das diversas idades indicadas na figura........... ..
Figura 6: Niveis de IL-1a liberados por células peritoneais aderentes de camundongos
(residentes ou elicitadas) das diversas idades indicadas na figura.... ...

Figura 7: Niveis de IL-10 liberados por células peritoneais aderentes de camundongos

(residentes ou elicitadas) das diversas idades indicadas na figura

Pag.

31

32

35

38

39

41



LISTA DE ABREVIATURAS

BSA (Bovine Serum Albumine): Soro Albumina Bovina

CD: Cluster of Differentiation

Con-A: Concanavalina A

D.0. : Densidade Optica

EROS ou ERO: Espécies Reativas de Oxigénio

Fe: Fragmento cristalizavel das Imunoglobulinas

FDM: Fator Desativador de Macréfagos

G-CSF: Fatores Estimuladores de Coldnias de Granulécitos

GM-CSF: Fatores Estimuladores de Colonias de Granulécitos-Macrofagos
HEPES: (N-[ 2- hydroxyethyl] piperazine- N'- [ 2- ethanesulfonic acid])
IFN-y: Interferon gama

IL-1a: Interleucina -1 alfa

FL-1B: Interleucina -1 beta

IL-2: Interleucina — 2

LL-&: Interleucina — 5

IL-6: Interleucina ~ 6

1E-4: Interleucina ~ 4

IL-8: Interleucina - 8

IL-10: Interleucina - 10

LECAM-1 ou L- selectina: Leukocyte Cellular Adhesion Molecule -1
LPS: Lipopolissacarideo bacteriano

MAC-1(CD11¢/CD18), iCyy: antigeno de superficie de células mieldides e natural killer
(subunidade o™ da integrina CR3)

MIP-1:Macrophage Inhibitory Protein — 1

NO(Nitric Oxide): Oxido Nitrico

"NO: Radical Oxido Nitrico centrado no Nitrogénio

"NOy: Radical Dioxido de Nitrogénio

NOS: Sintase de Oxido Nitrico

¢NOS: Sintase Constitutiva do Oxido Nitrico

iNOS: Sintase Induzivel de Oxido Nitrico



0, Radical Anion Superoxido

PBS: Phosfate Buffered Saline

PHA: Fito-Hemaglutinina A

RLN: Radicais Livres do Nitrogénio

SDS (Sodium Dodecil Sulphate): Dodecil Sulfato de Sodio
SFB: Soro Fetal Bovino

T CDy": Linfocitos T CD,”*

TGKs: Fatores Transformadores de Crescimento

TH;: Linfocitos T-helper 1
TH,: Linfocitos T-helper 2

TNF-o: Fator de Necrose Tumoral aifa



RESUMO

A produgdo de oxido nitrico (NO) e das interleucinas pro-inflamatorias, 1L-1a, 1L-10
e TNF-a, por células aderentes, residentes e/ou elicitadas, provenientes de camundongos
eutimicos da linhagem BALB/c, no decorrer do seu desenvolvimento pos-natal, foi investigada
no presente trabalho.

As celulas residentes das cavidades peritoneais de camundongos récem-natos (1-15
dias) foram capazes de liberar quantidades elevadas de NO (59,08 3,31 uMol/1 x 10° céls),

quando estimuladas /n vifro com LPS+IFN-y. Ao contrario, células peritoneais residentes
obtidas de camundongos com idade superior a 30 dias ndo liberaram quantidades mensuriveis
de NO (<5uMol/1 x 10° céls). As células provenientes de camundongos naive com 72 semanas
de idade também foram capazes de liberar quantidades mensuraveis de NO apés o estimulo
com LPS + IFN-y, entretanto em niveis bem inferiores aqueles observados nos camundongos
neonatos (7-14 uMol/1 x 10° céls). As células dos animais das demais faixas etarias s¢ foram
responsivas ao estimulo in vifro, liberando em média 29,35 £ 2,72 uMol de NO/1 x 10° céls
(adulto jovem de 4 a 24 semanas) e 61,04 + 9,01 uMol de NO/1 x 10° céls {adulto velho de 32
semanas), quando provenientes de animais elicitados i vivo com tioglicolato. A producio de
NO também foi elevada em camundongos de 15 dias (63,88 + 5,34 uMol de NO/1 x 10° céls)
elicitados 7z vivo com tioglicolato.

Experimentos realizados para verificar se a auséncia de produg;.éo de NO pelas células
nao primadas pelo tioglicolato, obtidas de animais com idade superior a 30 dias, se devia as
doses de LPS + IFN-y até entio empregadas ou ao tempo de coleta apos o estimulo nio

resultaram em uma mudanga significativa do pertil anteriormente obtido. Os animais de todas



as idades empregadas responderam de forma dose-dependente aos estimulos utilizados, sendo
que o estimulo que parece ter uma influéneia maior na produgdo de NO nas idades estudadas é
o LPS, tanto nos camundongos previamente elicitados como nos Raive, pois para uma mesma
dose de IFNy doses crescentes do lipopolissacaride produziram um aumento nes niveis do gas
liberado.

A sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) pode ser detectada por Western blot em
lisados obtidos de células residentes e elicitadas de camundongos com até 8 semanas de idade.

Nos animais mais velhos testados (32 e 72 semanas de idade) s6 foi possivel a deteccio da

iNOS em lisados obtidos de células elicitadas pelo tioglicolato.

No que se refere a produgiio de IL-1a, foi possivel verificar que as células aderentes
obtidas de animais jovens e velhos, previamente estimulados com tioglicolato, foram
igualmente responsivas ao estimulo empregado in vitro (LLPS). Em células residentes, no
entanto, observou-se que os niveis dessa citocina foram mais baixos em animais jovens,
elevando-se nos animais velhos (72 semanas de idade).

Por outro lado, a liberacio de TNF-¢ nio pode ser observada em sobrenadantes de
cultura de células aderentes obtidas de cavidades peritoneais de animais naive de qualquer
idade testada. A liberagio de TNF-o s pode ser detectada em sobrenadantes de cultura
quando as células aderentes foram obtidas de cavidades peritoneais previamente estimuladas
com tioglicolato. Neste caso, os niveis de TNF-a foram baixos (433,8 e 143,10 pg/ml) em
animais neonatos (I e 2 semanas de idade, repectivamente) e se mostrou de 10 a 15 vezes mais
elevada em animais com idade igual ou superior a 8 semanas.

Células residentes ou elicitadas com tioglicolato, obtidas de animais com idade

superior a 8 semanas foram capazes de produzir IL-10 em niveis detectaveis. Entretanto, as



quantidades de IL-10 liberadas por células provenientes de animais previamente elicitados pelo
tioglicolato foi 2,5 a 4 vezes menores do que as detectadas em células provenientes de
cavidades néo elicitadas.

De acordo com observagdes ja relatadas na literatura, os resultados ora obtidos
sugerem que durante o envelhecimento as células inflamatorias, particularmente 0s
macrofagos, produzem de forma aumentada certos mediadores, tais como o TNF-a, bem

como o oxido nitrico.

()



INTRODUCAO

A deterioragio do sistema imune no envelhecimento (imunosenescéncia), tem sido
apontada como a responsavel pela crescente mortalidade e morbidade devido 2 infecgBes e,
possivelmente doengas autoimunes e cincer na velhice (PAWELEC e SOLANA, 1997),

No comego dos anos 80, eram aceitas duas grandes teorias para explicar o processo do
envelhecimento em organismos superiores. A primeira, denominada de teoria genética,

postulava trés hipoteses: 1) que o envelhecimento seria um processo natural, geneticamente

programado, com genes regulando mais essa etapa do desenvolvimento. Desta forma, haveria
entdo os supostos “genes de envelhecimento” que desligariam certas vias bioquimicas de uma
maneira sequencial, levando aquilo que chamamos de mudancas devidas a0 envelhecimento. 2)
Alternativamente, poderia estar havendo uma dificuldade do Organismo em repor genes
danificados por genes saudaveis. Essa hipotese advém do fato de haver genes que se repetem
em sequéncias idénticas nas fitas de DNA. Assim, se um gene fosse irreversivelmente
danificado seria substituido por outro idéntico, sem os erros deletérios. Portanto, o que essa
hipétese diz € que ao se esgotar o “estoque de genes saudaveis”, os erros se acumulariam
gerando mudangas fisiologicas, as quais levariam ao envelhecimento. 3} Finalmente, a hipotese
dos “erros catastroficos”, onde deficiéncias nos processos do reparo de DNA gerariam
moleculas defeituosas, que por sua vez levariam a um declinio nas habilidades funcionais das
células (HAYFLICK, 1980).

A segunda teoria postulava que, durante o desenvolvimento, os organismos sofrem um

constante ataque aos seus sistemas por fatores externos ou internos, que levam ao seu desgaste

e consequentemente as enfermidades ¢ a morte. Dentro dessa teoria sdo aceitas como



hipéteses: 1) as mutagdes no DNA, devidas a erros de replicagdo ou a agentes mutagénicos; 2)
as alteragbes na eficiéncia do sistema imune em garantir a homeostase e prevenir e combater
doengas e; 3) aquela que atualmente tem tido mais adeptos, a hipotese dos radicais livres,

especialmente os derivados do oxigénio (HARMAN, 1981).

O ENVELHECIMENTO NO SISTEMA IMUNE
Os primeiros autores a notar uma senescéncia ou regressio da capacidade imune

foram FREIDBERGER e colaboradores ¢ THOMSEN e KETTEL, em 1929 (apud PRICE e

MAKINODAN, 1976). Seus estudos com humanos mostraram a ocorréncia de uma
diminui¢@o nos niveis de anticorpos naturais contra os antigenos dos grupos sangiineos A e B
e contra 0s eritrécitos de carneiro, em individuos velhos. PERKINS e colaboradores, em 1971
(apud PRICE e MAKINODAN, 1976), demonstraram que essas deficiéneias ndo se
correlacionavam com os eventos de apresentagio de antigenos pelos macréfagos, uma vez que
essas células mantinham sua capacidade de retirar do sangue 0s eritrocitos estranhos. Além
disso, os mecanismos da fagocitose eram semelhantes tanto em individuos jovens como em
idosos. Assim, foi levantada a possibilidade de estar havendo uma reducio na eficiéncia de
processamento do antigeno com o envelhecimento (apud PRICE e MAKINODAN, 1976).
Mais recentemente, varios autores (GARDNER et al,1981; TYAN, 1982;
NIELSEN, BLOM e LARSEN, 1984 ¢ RUD e BANERGEE, 1989) chegaram 2 conclusdes
semelhantes, em experimentos onde estavam em foco a capacidade dos macréfagos de matar
bactérias e de produzir citocinas. Entretanto, outros pesquisadores (BRULEY-ROSSET e
VERGNON, 1984; VETRICKA, TLASKALOVA-HOGENOVA e POSPISIL, 1985;

INAMIZU, CHANG E MAKINODAN, 1985: BRADLEY, 1989 E DAVILA, 1990) notaram



que havia uma diminuigdo na eficiéncia do macréfago como apresentador de antigeno e

produtor de citocinas em individuos idosos, quando comparados & adultos jovens.

O PAPEL DO TIMO NO ENVELHECIMENTO

Ainda no inicio dos anos 30, os anatomistas ja notavam que determinados orgios
como bago, timo e pulméo sofriam alteraces em seu peso em decorréncia do avango da idade,
porém foi apenas no inicio dos anos 60 que a fungdo do timo na resposta imune foi

evidenciada.

A massa celular do timo se mantém estdvel apenas até a puberdade, quando inicia-se
uma visivel involugéo do érgéo e, por volta dos 45 anos o timo mantém apenas entre 10 a 20%
de sua massa celular maxima (WEKSLER, 1980). LEWIS e colaboradores (1978) relataram
ainda uma outra caracteristica do timo. Este orgio também funcionaria como uma glandula
enddcrina, e seus hdrmonios teriam um papel na diferenciacio dos precursores de linfocitos T.
Com a involugdo timica os hormdnios 14 produzidos também sofriam uma queda progressiva
ndo sendo mais possivel a sua detec¢do apés os 60 anos.

Com o declinio progressivo das fun¢des desempenhadas pelo timo com o avango da
idade, era de se esperar que uma série de alteracdes fossem verificadas. Poucos linfécitos T
imunocompetentes iriam se diferenciar a4 medida que o orgdo involuisse, a resposta
proliferativa de linfocitos T a mitégenos ou a antigenos iria diminuir, a hipersensibilidade tardia
e a resisténcia a virus e fungos estaria comprometida, haveria ainda uma perda nas fung¢des
efetoras e supressoras dos linfocitos T, que teriam reflexo em diversas funcdes dos linfocitos
B, tais como a produgio de anticorpos dependente das fungdes T-helper e a regulacio da

selecdo clonal das células B, gerando o aparecimento de imunoglobulinas monoclonais no soro



(WECKSLER, 1980).

A conclusio mais ébvia seria a de que todas essas mudancas fossem devidas a
redugio do nimero de linfocitos T imunocompetentes gerados no timo, devido a sua gradativa
involugdo. Porém WECKSLER em 1980, afirmou que apesar do que ocorria no timo com o
envelhecimento, na verdade ndo havia diminui¢do relativa ou absoluta no numero de linfécitos
circulantes e que a diminuigdo na capacidade proliferativa de linfocitos de individuos 1dosos,
em resposta a diversos estimulos, estaria mais relacionada a uma reducio no nimero de

linfocitos T que podiam ser ativados para proliferar.

Esses dados obtidos no inicio dos anos 80 corroboram com investigacdes realizadas
mais recentemente por NIJHUIS e colaboradores (1994). Estes autores, verificaram uma
reducdo da habilidade proliferativa e de producdo de citocinas em certas subpopulagdes de
células T, sob o estimulo da PHA ou de anti-CD3 imobilizado. Esses e outros autores
(BECKMAN et al., 1991 ¢ DE PAOLIL BATTISTIN e SANTINI, 1988) afirmaram que as
mudangas no perfil das populagdes linfocitarias, com uma tendéncia 4 diminuicdo no nimero
de células T com o fenotipo CD4'CD45RA™ (naive) e um aumento na populagdo
CD4 CD45R0O™ (memoria), em individuos idosos, estaria influenciando a capacidade de
resposta do sistema imune desses individuos. Outro fato notado por NIJHUIS et al. (1994), foi
o aumento na producdo de IL-4, citocina que esta intimamente relacionada as células T de
memoria, confirmando-se portanto uma mudanca nfo no namero total mas no perfil da
populacdo linfocitaria com o avango da idade, de naive para memoria, o que também faria com
que o sistema imune comegasse a responder diferencialmente no individuo mais idoso. As
alteracOes na capacidade proliferativa de linfocitos T observadas em individuos velhos nao

representariam portanto um defeito intrinseco das células T, mas sim a sua gradativa



diferenciagdo em diregio & populagdes de células T CD4” de memoria.

Embora o namero total de células T ndo se altere com a idade, a gradual reducio no
aporte para a periferia de células récem-migradas do timo em involugiio e o tempo de vida
reduzido dessas células parece comprometer a capacidade de células T de memoria em
responder adequadamente aos estimulos antigénicos especificos, bem como a capacidade de
engajamento do sistema imune de individuos velhos em novos desafios (SCOLLAY,

BUTCHER e WEISSMAN, 1980 e REMARQUE et al., 1993).

A RESPOSTA INFLAMATORIA NO ENVELHECIMENTO

Como se sabe, o sistema imune desenvolve o seu papel na defesa dos organismos
vivos de duas maneiras distintas mas, complementares: uma inespecifica (ou inata) e outra
especifica (ou adaptativa). Na primeira delas, a inespecifica, os principais tipos celulares
envolvidos sZo os granulécitos (neutrdfilos, basofilos e eosinéfilos) e os macrofagos.

O principal mecanismo envolvido na defesa inata é o processo inflamatério. Os
granulGeitos sdo considerados células de primeira linha na defesa contra microorganismos
invasores. Essas células tém as atividades fagocitica e microbicida, exercida por enzimas
contidas nos grénulos citoplasmaticos. Os macrofagos também atuam nesse processo
(FERREIRA, 1980), tanto fagocitando os organismos estranhos e liberando componentes
citotoxicos, como auxiliando o sistema linféide de uma maneira mais especifica, processando e
apresentando antigenos para linfocitos T helper, que auxiliam na producio de anticorpos por
linfocitos B. Os anticorpos produzidos vio se ligar & superficie de microorganismos,
facilitando a sua fagocitose por células fagociticas que expressam receptores para Fc de

imunoglobulinas (Igs) ou entdo, ativando a cascata do Sistema Complemento, com liberacio



de anafilotoxinas que provocam um exacerbamento dos processos de inflama¢do (BAUMANN
e GAULDIE, 1994).

As subpopulagdes de células T helper atuam ainda como mediadoras das respostas
inflamatorias, produzindo citocinas que promovem o recrutamento de mais células fagociticas
(monocitos), ou que provocam diversas alteragSes no endotélio capilar, levando tanto a um
aumento da resposta imune quanto da inflamatoria (IMHOF e DUNON, 1995).

O processo inflamatorio é constituido de duas fases; a aguda e a tardia. A fase aguda

inicia-se com células como os macréfagos, que atraves do processo de fagocitose englobam o

agente infeccioso e so ativados. Os macrdfagos ativados liberam uma série de citocinas, como
a da familia da Interleucina-1 (IL-1) e do Fator de Necrose Tumoral {TNF), que agirdo tanto a
nivel local, sobre os endotélios vasculares e o estroma dos orgdos, como a distancia, elicitando
novas células, como os neutrofilos, que passam a alcangar mais facilmente o sitio inflamatorio.
O recrutamento celular, na fase aguda da inflamacggo, € principalmente decorrente de mudangas
na expressdo de moléculas de adesdo sobre os leucdcitos e sobre o endotélio, bem como do
aumento de permeabilidade vascular. A permabilidade vascular aumentada leva a um
extravasamento de liquido e de células para o espago intersticial, ocasionando o aparecimento
dos sinais classicos da inflamagdo: rubor, edema, calor e dor. A formagio do edema,
acompanhada de vermelhiddo (rubor), devida ao extravasamento de eritrocitos, sio os
primeiros sintomas clinicos da inflamagdo. Em Gltima instincia, tais modificagbes ocorrem
devido a liberagiio de potentes mediadores inflamatorios, de baixo peso molecular, tais como
as especies reativas de oxigénio e nitrogénio e de produtos derivados do acido aracdénico.
Outros eventos podem ser citados, como a liberacio de histamina ou de serotomna e do fator

de ativacio de plaquetas, que também alterario a permeabilidade vascular e levardo a um



aumento de temperatura local e/ou sistémica (calor). Finalmente, a Gltima manifestagio clinica
do processo inflamatorio, a dor, ¢ mediada por moléculas como a bradicinina, derivada da
cascata da coagulagio (BAUMANN e GAULDIE, 1994),

Porém, essas manifestagbes clinicas sdo apenas os eventos visiveis da batalha que esta
sendo travada pelo organismo para debelar a infec¢io. A nivel molecular, linfocitos,
macrofagos e outros tipos celulares atuam por varios meios para liviar o organismo dos
invasores.

A idéia de que as espécies reativas de oxigénio (ERO) estariam relacionadas a

citotoxicidade em sistemas biologicos foi proposta pela primeira vez em 1954, por
GERSCHMAN ¢ colaboradores, que se basearam na similaridade existente entre o
envenamento pelo oxigénio e a toxicidade decorrente da exposi¢do & radiagdo.

A sua alta reatividade e a sua constante produgio nos organismos aerdbicos elevaram
estes radicais & categoria de “vildes do envelhecimento”.

As reagdes envolvendo os radicais livres teriam surgido juntamente com o
aparecimento dos primeiros seres vivos. A partir do momento em que o oxigénio foi utilizado
como a principal fonte geradora da vida, os sistemas biolégicos tiveram que passar a lidar com
os seus efeitos. Mais ainda, as reagdes envolvendo os radicais livres teriam sido selecionadas
durante a evolugio dos organismos como fonte geradora da evolucio, na medida em que estes
seriam utilizados na producdo de mutagdes e, mais drasticamente, provocando a morte dos
individuos ndo adaptados.

Aproximadamente 90% do oxigénio consumido por um mamifero é utilizado nas
mitocondrias, pela cadeia respiratoria. E possivel que parte das EROs possam estar atuando na

propria organela, gerando modificagdes e danos, porém tal atuagio ainda é posta em duvida.
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Em situagdes fisiologicas, como nos eventos da explosdo respiratoria e fagocitose,
observa-se a produgfio de espécies reativas derivadas do oxigénio ou de outros radicais livres
em niveis considerados normais. Assim, acredita-se que apenas a produgio acima de um certo
limiar teria efeitos potencialmente deletérios, que levariam a doengas como o cancer
(WISEMAN E HALLIWELL, 1996). Além disso, as células seguiriam os principios da
termodindmica, reorganizando-se em um nivel mais baixo de produgo e utilizagio de energia.
Assim, a baixa oferta de energia gradualmente resultaria no envelhecimento. As espécies
reativas de oxigénio, sob esse ponto de vista teriam um efeito secundario, J& que seguiriam a
tendéncia de reorganizagdo do sistema (REMACLE et al., 1993).

Os macrofagos, ap6s fagocitar os microorganismos, sdo capazes de elimini-los
através da ago de duas vias separadas de oxidacdo que envolvem a sintese de espécies reativas
de oxigénio e de nitrogénio. As espécies reativas de oxigénio sio produzidas numa via
metabélica denominada “explosio respiratoria”. Por sua vez, o oxido nitrico (NO) ¢ produzido
na oxidagdo de um dos guanidino-nitrogénios da L-arginina. A formagio tanto do NO* como
do &nion superéxido requerem o mesmo agente redutor, o NADPH (NATHAN et al., 1979),
como sera descrito mais adiante.

A explosdo respiratéria consiste em uma série de eventos metabolicos coordenados
que levam a produciio de radicais livres do oxigénio e de peroxido de hidrogénio. O Anion
superéxido € o produto inicial da explosdo respiratoria. Ele ¢ formado pela redugio
monoeletrénica do oxigénio, tendo o NADPH como doador especifico. O complexo
enzimatico ativo que cataliza a geragio do radical anion superoxido { Oy*) & partir do O, é

chamado de NADPH oxidase; e ¢ composto tanto de proteinas citosdlicas como de membrana.

Esta via tem papel na destruigio de células neoplasicas (NATHAN et al., 1979) e de microbios
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intracelulares facultativos (ALEXANDER e VIECKERMAN, 1975),

No entanto, certos microorganismos e protozoarios patogénicos sio capazes de
parasitar intracelularmente os macréfagos, ndo sendo eliminados pelos produtos da “explosdo
respiratoria” (CHANG e DWYER, 1978; RUSSEL ¢ TALAMAS-ROHANA, 1989 e LIEW,
YUN E MILLOT, 1990). Esses patogenos podem ser eliminados quando os macrofagos sio
ativados por produtos de linfocitos T, como por exemplo o Interferon-gama (INFy), que
induzem a expressio da enzima sintase do Oxido nitrico, a qual leva a geracio intracelular
desse gas toxico (GREEN et al,, 1990; LIEW et al., 1990; MACKANESS, 1962 ¢ NATHAN

e HIBBS, 1991).

0 OXIDO NiTRICO (NO)

MITCHELL e colaboradores, em 1916, foram os primeiros a sugerir que mamiferos
produziriam 6xidos de nitrogénio (apud MORRIS e BILLIAR, 1994), mas foi apenas em 1985
que STUEHR e MARLETTA (apud MORRIS e BILLIAR, 1994) demonstraram que
macrofagos de camundongos ativados produziam NOs, esses estudos foram complementados
por observagbes de HIBBS e colaboradores (1987) (apud MORRIS e BILLIAR, 1994)
relatando que o substrato para a sintese do NO, e NO;™ nos macréfagos era a L-argining, e,
que a conversdo deste aminoicido em compostos nitrogenados era necessaria para a
citotoxicidade exercida pelos macrofagos em certas linhagens de tumores (MORRIS e
BILLIAR, 1994).

O éxido nitrico € um composto intermediério, altamente instavel gerado na reacio de
oxidagdo da L-arginina, para citrulina. Esse produto biossintético é uma das menores (30Da) e

mais simples moléculas dos organismos vivos, porém as enzimas que regulam a sua producio,
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as sintases do oxido nitrico (NOS), sdo uma das maiores (~300 KDa)e mais complexas. Além
da L-arginina, a NOS usa como co-substratos o oxigénio molecular ¢ 0 NADPH e necessita de
5 cofatores ou grupos prostéticos (FAD, FMN, calmodulina, tetrahidrobiopterina ¢ heme)
(NATHAN e XIE, 1994).

A NOS se apresenta em diferentes tecidos como diferentes isoformas e quase todos
os tecidos do corpo sdo capazes de produzi-las quando estimulados adequadamente. Existem
até hoje, purificadas e clonadas 3 isoformas que variam na sua localizagdo subcelular,
sequencia de aminoécidos, regulagiio, tendo assim papéis funcionais diferentes. Duas das
isoformas est3o continuamente presentes (NOS constitutiva - ¢cNOS) e sdo denominadas de
isoformas I e 1II podendo ter um peso molecular para o mondmero de 150-160 KDa. Ambas
sdo dependentes de calcio para transferir os életrons do NADPH para um sitio ativo contendo
heme e foram primeiramente identificadas, respectivamente, em neurdnios e células endoteliais.
O NO produzido servird como um sinal molecular difusivel mediando numerosos processos
fisiologicos, como a vasodlilatacéo € a neurotransmissio.

O mondmero da isoforma II tem um peso molecular aparente de 130 KDa e ndo ¢
produzido a menos que a sua sintese seja induzida (a reago ocorrera no citosol de macrofagos
que tenham sido estimulados por LPS bacteriano, células tumorais e citocinas a forma de
dimeros), dai a denominag¢fio de sintase induzivel de dxido nitrico (INOS) e difere das outras
por ser calcio-independente, tendo sua sintese regulada pela oferta de substratos, cofatores, e
inibi¢do de produtos (MORRIS e BILLIAR, 1994).

As reagles catalisadas pelas NOS iniciam-se pela oxidago de um dos guanidino-

nitrogénios do aminoacido L-arginina, formando-se o radical éxido nitrico centrado no

- o * .y . .. . e
nitrogénio ( NO). Esse por sua vez reagira com outra molécula similar, com um oxigémo e
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com uma molecula de dgua gerando os endoprodutos acumulantes, nitrito, nitrato e o radical
ey . . ~ x # ~ . ~ , tomn
dioxido de nitrogénio (" NO»); essa reagdo termina com a doagdo de um atomo de oxigénio ao

guanidino-nitrogénio  oxidado gerando-se, assim, a citrulina (HIBSS et al, 1988,

LOWENSTEIN e SNYDER, 1992 e GREEN, NACY e MELTZER, 1991). O NO/ NO, sdo

liberados para o meio extracelular, desempenhando a tarefa de dilatar as artérias, como citado
anteriormente, de destruir tumores e matar os parasitas intracelulares, dentre outras. A
producdo de Oxido nitrico por essa via estd sob grande controle imunoldgico. Sua produgio é
positivamente regulada pelo Interferon-y, que age sinergicamente com o fator de necrose
tumoral (TNF) e com o lipopolissacarideo bacteriano (LPS), e ¢ inibido por citocinas como o
Fator desativador de macrofagos (FDM), os Fatores transformadores de crescimento (TGFs)
(HIBSS et al., 1988 e AMES e SHIGENAGA, 1992) e pela IL-10 (CUNHA, MONCADA ¢
LIEW, 1992). Uma vez que o NO ¢ altamente mutagénico e téxico ao DNA, ele vem sendo
apontado por vérios autores como um dos agentes do processo de envelhecimento (AMES E
SHIGENAGA, 1992).

As tunc¢des dos macrofagos vém sendo estudadas por diversos autores, na tentativa de
encontrar explicagdes para a maior incidéncia e persisténcia de infecgBes em neonatos e
individuos idosos quando comparados a adultos jovens,

Neste sentido, DING e colaboradores (1994) verificaram uma diminuicio na
liberagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de macrofagos ativados por Interferon y
em individuos idosos, associada a uma maior susceptibilidade em contrair certos agentes
infecciosos e desenvolver neoplasias. Resultados semelhantes foram encontrados por
MCLACHLAN e colaboradores (1995) quando estudavam a citotoxicidade exercida por
monécitos de individuos adultos jovens e de idosos contra linhagens celulares tumorais de
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humanos (A 735) e de camundongos (L 929), bem como a producdo de IL-1 e de espécies
reativas de oxigénio ¢ de nitrogénio por macrofagos estimulados com o LPS. Os resultados
sao conclusivos e demonstram que essas células perdem ou tém sua capacidade citotéxica
muito reduzida, em individuos com idade mais avangada. Com relagio aos macrofagos de
neonatos, MARODI e colaboradores (1994) notaram uma baixa capacidade do IFNy em ativa-
los.

No que se refere aos eventos envolvidos nas propriedades de recirculagdo (linfocitos)
e de emigragdo da corrente sangﬂinea (granulocitos e mondcitos) em resposta as mudangas
moleculares na superficie dos \;asos sangiiineos (expressio del moléculas de adesdo)
desencadeadas por agentes quimiotaticos ou por citocinas inflamatérias, BRUCE e
colaboradores (1987) verificaram que neutréfilos de criangas recém -nascidas expressavam
menos receptor para CR3 (receptor para C3bi), o que pode ter relacdo com a menor
capacidade fagocitica dessas células. ANDERSON e colaboradores(1987), relataram uma
redugdo na expressdo de MAC-1 (CD11¢/ CD18), em resposta a estimulos, em neutrofilos de
neonatos. Em decorréncia, neutrofilos desses individuos apresentam uma reduzida resposta de
aderéncia e de migracio trans-endotelial (ANDERSON et al.,1990),

Diversos autores (SMITH et al., 1992 ¢ BRUEHRER et al. 1994) verificaram ainda
que granulocitos de neonatos apresentavam reduzida expressdo de outra molécula de adesio
importante para a migracio celular, a LECAM-1 ou L - selectina. SCHIBLER e colaboradores
(1993) notaram uma diminuicio na produgio de G-CSF em neonatos quando estimulados com
LPS ou IL-1, a produgio defectiva de G-CSF poderia estar relacionada com suas deficiéncias
em regular a produglo e a fungio de neutrofilos durante infecgdes bacterianas, tais como a

aderéncia, expressdo de Csbi, quimiotaxia, levando a uma maior susceptibilidade as infecces
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quando comparados com adultos.

Além disso, os eventos de producio de citocinas com atividades inflamatérias também
mostraram ter influéncia na maior susceptibilidade de individuos idosos e de recém-natos em
contrair ¢ combater infeccdes (WILSON et al, 1980; WILSON e WESTALL, 1984;
WILSON ¢ HAAS, 1984 ¢ CHEN, RAMSEY ¢ BRADLEY, 1993).

No que se refere & modulacio e integragio das funcdes no sistema imune, as
citocinas sio um capitulo a parte. Essas moléculas tém especial importdncia na sinalizacio

celular e nos eventos de diferenciagio celular no sistema imune, quer seja inibindo ou

estimulando determinadas respostas, pela sua capacidade de se ligar a receptores de alta-
afinidade expressados nas células alvo e também por induzir sinais bioquimicos entre essas
mesmas celulas, alterando profundamente o seu comportamento.

As etapas envolvidas na produgiio das citocinas sdo altamente controladas, levando a
uma produgdo diferenciada das diversas citocinas, de modo a haver um enquadramento do
padrio de liberagdo das mesmas com as necessidades do sistema, quer seja privilegiando uma
resposta celular ou de produgdo de anticorpos (PAUL e SEDER, 1994).

Por ocorrerem modificagdes profundas em certos aspectos do funcionamento do
sistema imune como um todo com o envelhecimento, ¢ logico pensarmos que alteragfes na
produgio dessas moléculas devam estar ocorrendo. De fato, ao analisarmos um dos eventos
iniciais do engajamento do sistema imune nas fespostas contra os invasores, a produgiio pelos
macrofagos da interleucina ~1 (IL-1), varios autores (INAMIZU, CHANG e MAKINODAN,
1985 € GON et al,, 1996) notaram uma diminuigdo na produgdio dessa citocina em individuos

idosos quando comparados & jovens. GON et al. (1996) wverificaram ainda baixas

concentragdes de G-CSF, GM-CSF, TNF-¢, IL-8 ¢ MIP-1 no soro de pacientes idosos com
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pneumonia bacteriana na fase aguda da doenga e um comprometimento na capacidade dos
mondcitos de individuos idosos saudaveis (estimulados pelo LPS) em produzir G-CSF, GM-
CSF, IL-1 B, TNF-o, IL-8 ¢ MIP-1. Porém, no que se refere a produgdo de TNF-q, citocina
importante nos eventos de exacerbamento da resposta inflamatéria, outros autores
(CHORINCHATH et al, 1996 e HAN et al, 1995), quando estudavam os niveis dessa
citocina no sangue e produzida in vitro por macrofagos peritoneais, respectivamente, notaram
que os niveis encontrados em animais idosos aumentava significativamente.

Qutra citocina que parece ter sua produgio diminuida em animais mais idosos é o

IFNy, segundo CHORINCHATH e colaboradores (1996), mesmo diante de altas doses de
estimulo (LPS) os animais idosos se mostravam baixos produtores em comparagdo aos mais
jovens.

A fase aguda da inflama¢8o normalmente dura apenas alguns dias. Porém, o processo
inflamatorio pode, em alguns casos, se estender por periodos mais longos (fase cronica), e
pode tanto levar a recuperacio dos tecidos (processos de reparo), como desencadear
processos patologicos, como nas doengas inflamatorias cronicas, de natureza autoimune
(BAUMANN e GAUNDIE, 1994 ¢ STEEL e WHITEHEAD, 1994).

Como exposto acima, a resposta inflamatoria ndo é a tnica responsavel pela resolugio
de infecgdes. Ela ocorre conjuntamente com a resposta imune e, muitos desses fendmenos
estdo interligados. O resultado final, geralmente, ¢ a recuperagdc do organismo afetado,
através da eliminggﬁo do agente causal e a subsequente cura,

Contudo, a maior parte do que se conhece sobre os eventos que ocorrem durante uma

resposta inflamatoria em modelo experimental, e mesmo em humanos, ¢ derivada de estudos

realizados com individuos na faixa etaria chamada de adulto jovem (animais entre 8 e 12
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semanas de idade e humanos ap6s a puberdade e antes da maturidade). Alguns estudos
experimentais sobre o envethecimento do sistema imune incluem grupos mais jovens (4
semanas de idade) e também bem mais velhos (48 a 100 semanas de idade). Entretanto,
estudos sistematicos, isto ¢, realizando um acompanhamento das alteragdes observadas dentro
do sistema imune com o avango da idade, e mais particularmente da resposta inflamatoria, no
decorrer de toda a vida dos organismos sdo inexistentes.

Até a ocasido em que o presente trabalho foi iniciado (1995) nada havia sido relatado

na literatura especializada a respeito de alteracdes na capacidade dos organismos de produzir

radicais livres de nitrogénio com o envelhecimento, embora ja se soubesse que niveis reduzidos
de citocinas liberadas por células do sistema imune, que influenciam positivamente a sua
produgdo, se alterasse no decorrer da vida dos organismos (DAVILA et al.,1990).

Em 1997, KISSIN e colaboradores publicaram pela primeira vez dados mostrando que
macrofagos de animais velhos reduzem a sua capacidade de expressar a iNOS, sob estimulo
exogeno, e consequentemente de produzir o NO. Entretanto, 0 momento exato em que esse
fendmeno toma lugar no organismo nio foi claramente definido, visto que nesse estudo foram
empregados apenas dois grupos etérios, isto é animais de 4 e de 48 semanas de idade
definidos, respectivamente, como jovens e velhos.

Assim, no presente trabalho, temos por objetivo realizar um estudo sistematico,
empregando modelo experimental, que vise esclarecer aspectos relevantes do desenvolvimento

da resposta inflamatéria durante o processo do envelhecimento,
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OBJETIVOS

No presente trabalho foram estudadas a produgdo de radicais livres de nitrogénio
{produgdio de NO) e de citocinas inflamatdrias por células peritoneais aderentes de
camundongos BALB/c, desde os primeiros dias de vida até a sua morte natural, em grupos
etarios definidos. Para tal serdo realizadas as seguintes abordagens:

1- Verificar as possiveis alteragdes na produco de NO células residentes e elicitadas

pelo tioglicolato, estimulados in vitre por diferentes doses de LPS e IFN-y combinadas,

2- Detectar a expressio da sintase de éxido nitrico induzivel (iNOS) por macrofagos de
camundongos, estimulados in vitro por uma dose definida como 6tima de LPS e IFN-y
combinadas,

3- Verificar o perfil de produ¢do das citocinas 1L-1, IL-10 e TNFq por células

residentes e elicitadas pelo tioglicolato, estimulados in vifro por uma dose 6tima de LPS.
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MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da lichagem BALB/c, machos e fémeas, com 1-15 dias,
4, 8; 16, 24, 32, 40, 48, 72 e 96 semanas e, camundongos da linhagem nude de até 8 semanas
de idade. Os animais foram obtidos do Centro Multiinstitucional de Bioterismo (CEMIB/
UNICAMP) com até 8 semanas de idade e, mantidos no biotério do Departamento de

Microbiologia e Imunologia (DMI), em ambiente com temperatura controlada, com agua e

ragdo em livre demanda até sua utilizagdo nos experimentos.

2. DOSAGEM DE NO, EM CELULAS PERITONEAIS ADERENTES

2.1- Coleta e cultura de células peritoneais

Células residentes ou elicitadas pela administragio de tioglicolato a 3% (3,0
ml/cavidade, 4 dias antes do uso), das cavidades peritoneais de camundongos da linhagem
BALB/c, com as idades acima referidas, foram coletadas assepticamente com 0,5 a 3,0 ml de
meio RPMI 1640. Os lavados peritoneais foram depositados, individualmente, em tubos
estereis, que foram mantidos em banho de gélo. Cada grupo de animais era constituido por 3
camundongos.

As celulas foram sedimentadas por centrifugacio a 1200 rpm, 10 min, em centrifuga
refrigerada a 4°C (REVAN), e a seguir ressuspensas em meio de cultura RPMI Apos

contagem em cimara de Neubauer, a concentragio de células foi ajustada de modo a se obter

suspensdes contendo 1x100 céls/ml. Para os camundongos de 1-15 dias, elicitados ou nfio com

o tioglicolato, so foi possivel obter esse niimero de células realizando-se um “pool” dos
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lavados peritoneais de todos os animais do grupo. As suspensdes padronizadas de células

foram entdo semeadas em placas de 24 pogos (CORNING), na densidade de 1x10°
céls/ml/poco, e incubadas por 2 horas, a 37° C, em estufa umidificada com atmosfera de 5% de

CO». Apods a incubago, as monocamadas foram lavadas com meio de cultura para a remocio

das células ndo aderentes.

2.2.- Estimulacio das monocamadas com LPS e IFNy e obtenciio de
sobrenadantes.

As monocamadas de células aderentes foram estimuladas a secretar oxido nitrico,
segundo indicacdes de DING et al. (1988), adicionando-se a cada cultura 20 ng/ml de LPS e
56 Ul/ml de IFN-v, diluidos em meio RPMI contendo 10% de SFB e antibioticos.

As placas foram ent3o incubadas a 37° C, por periodo de 72 h em estufa umidificada,
com atmosfera de 5% de CO,. Aliquotas de 50pl dos sobrenadante de cada cultura foram

entdo transferidos, em triplicatas, para uma placa de 96 pogos (NUNC, NUNCLON).

2.2.1. Curva Dose- Resl.)osta para LPS e IFNy
Nos experimentos para a determinagio da curva de dose-resposta da produciio de
NO, utilizaram-se células de camundongos BALB/c com 2, 4, 8, 32 ¢ 72 semanas, elicitados
ou ndo pelo tioglicolato. Todas as combinagdes possiveis das seguintes doses dos estimulos
foram usadas: 2, 20, 200 ou 2000 ng/m! de LPS ¢ 5,6; 56 ou 560 Ul/ml de TFN-y, procedendo-

s€ como no item anterior para incubagéo e coleta de sobrenadantes.
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2.2.2. Curva de Tempo de Incubaciio com os estimulos:

Para a determina¢fo da curva temporal de liberagio de NO foram utilizados células
provenientes de camundongos BALB/c com 8, 32 ou 72 semanas, previamente elicitados ou
ndo pelo tioglicolato.

A obtengio das monocamadas e a estimulacio das mesmas foi feita como descrito no
item 2.2.

Apés 6, 12, 24, 48 e 72 horas, 50ul dos sobrenadantes de cultura foram

transferidos,em triplicata, para placas de cultura de 96 pogos (Corning) para as leituras

espectrofotométricas.

2.3.- Dosagem de NOy

As dosagens de nitrito foram realizadas segundo indicacdes de GREEN et al. (1982).
Brevemente: 50ul do reagente de Griess (1% de sulfanilamida em acido fosforico a 5% e 0,1%
de dihidroclorido de naftiletilenodiamino em agua destilada) foram acrescentados a cada
sobrenadante de cultura, distribuidos previamente em placas de 96 pogos. Apds agitacio das
placas, realizou-se as leituras espectrofotométricas em leitor de ELISA (Multiskan II, Flow

Laboratories Inc., USA), a 540 nm, usando-se como padrdo solugGes de nitrito de sédio (320,

160, 80, 40, 20, 10 e 5uM). Os resultados foram expressos em UM de nitrito/ 1x1060éls, em

comparacdo com a curva padriio de nitrito de sédio.

3. CULTURA DOS HIBRIDOMAS E OBTENCAO DOS ASCITES

O hibridoma XT22.11(anti-TNF-c de camundongo) foi descongelado em meio RPMI
completo (RPMI 1640 contendo 12,5mM de HEPES; 2ul/l de 2-mercaptoetanol e 10% de
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Soro Fetal Bovino) e cultivado em garrafas de cultura (CORNING) até a obtengiio de uma
monocamada homogénea de células, quando entfio foram coletadas e transferidas para tubos
de centrifuga. Uma aliquota da suspensdo foi retirada para contagem em cimara de Neubauer,

ajustando-se a concentragio celular para 2x107 células/ml,

Camundongos da linhagem BALB/c nu/nu (camundongos nudes), que haviam sido
injetados com 1,0 ml de solugdio de Nujol 7 dias antes, receberam uma injecdo intraperitoneal

contendo 1x107 células XT 22.11.

Cerca de 12 a 15 dias apés a inoculagio do hibridoma, o liquido ascitico produzido
por estes camundongos foi retirado de maneira asséptica, centrifugado por 10 min & 1500 rpm

e 0 sobrenadante obtido apos centrifugacio foi estocado a —20°C até o uso.

4. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DOS ASCITES

A purificagéio do liquido ascitico foi feita em coluna contendo aproximadamente 4,0 ml
de gel de Sepharose-Proteina G, seguindo a metodologia indicada por EY et al. (1978) para a
purificagdo de imunoglobulinas pela Proteina A, com algumas modifica¢des. Resumidamente:
Apds ter seu pH ajustado com tampio fosfato de sédio 0,IM pH 8,5, cerca de 5,0 ml de ascite
foram aplicados & coluna, previamente equilibrada com o mesmo tampdo. Apds 30min de
incubagfio, & temperatura ambiente e com agitagdo ocasional, procedeu-se a eluicio dos
componetes do ascites ndo adsorvidos & matrix, utilizando-se como eluente o tampdo fosfato
de sﬁdio 0,IM pH 8,5, num fluxo de 30 ml/hora e colhendo-se 5,0ml por tubo. A eluigio foi
acompanhada através da leitura espectrofotométrica a 280 nm até que se obtivesse uma
densidade éptica inferior a 0,05 nas amostras coletadas.

Em seguida, foi aplicado & coluna tampio Glicina-HCI 0,IM pH 2.8, permitindo-se
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assim que toda 1gG adsorvida & coluna de Sepharose fosse liberada. O liquido foi colhido em
tubos contendo um volume de tampdo Tris-HCI 1M pH 8,5 suficiente para neutralizar 5,0 ml
do tamp@o de elui¢do. A eluigdo das amostras foi feita com a coluna aberta (fluxo maximo) e a
densidade optica das amostras a 280 nm foi verificada. Os tubos que apresentaram as D.O.

maiores foram reunidos em “pool” e dialisados contra PBS 0,05M pH 7,2.

5. DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentragdo proteica das amostras obtidas na cromatografia de afinidade foram

verificadas através do método de LOWRY modificado por HARTREE (1972) utilizando-se

como padrédo 50pg/ml de BSA previamente dosado.
As leituras das amostras a serem analisadas foram feitas em espectrofotdmetro & 650

nm utilizando-se como branco solucio de NaCl 0,15M.
6. DOSAGEM DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS: IL-1, TNFo e FL-10

6.1L.a. Preparo dos sobrenadantes de células para dosagem de TNFu e 1l-1o

As células do lavado peritoneal de camundongos de 1, 2, 8, 32, 72 e 96 semanas,
coletadas em meio RPMI, foram colocadas a aderir em placas de Petri (F alcon) por 2h a 37°C,
em estufa umidificada contendo 5% de CO,. As suspensdes obtidas de animais com 1 e 2
semanas de idade ou daqueles ndo estimulados com tioglicolato foram semeadas em placas de
Petri de 60 x 15 mm (2-3x10°2,5 ml/placa). As demais suspensGes, obtidas de animais
previamente estimulados com tioglicolato, foram semeadas em placas de Petri de 100x 20mm
(1x107/5,0 mb/placa). Transcorridas 2 h, as placas foram lavadas com salina tamponada, pH 7,2
(PBS) para a retirada das células nfio aderentes.

Nas placas utilizadas para a produciio de IL-1, 0 meio de incubagdo foi substituido
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por meio RPMI com 10% SFB e antibidticos acrescido de 1pg/ml de LPS, e imediatamente
retornadas a estufa para uma segunda incubacdo de 18hs.

Nas placas utilizadas para a produgio do TNF, o meio de incubacdo foi também
substituido por meio RPMI com 10% de SFB e antibidticos, porém contendo 5 pg/ml de LPS.
Apds 30 minutos de incubagio com o LPS, as placas foram lavadas com PBS para a remogio
da endotoxina. As monocamadas foram reincubadas com meio contendo 10% de soro fetal
bovino por mais 30 minutos, quando os sobrenadantes foram transferidos para placas de

ELISA previamente sensibilizadas como ser4 descrito abaixo.

6.1.b. Preparo dos sobrenadantes de células para dosagem de IL-10

As células do lavado peritoneal de camundongos de 2, 8 ¢ 96 semanas, previamente
elicitados com o tioglicolato, foram preparadas como descrito nos itens 2.1 e 2.2., porém o
estimulo usado para a indugfo da produgio da citocina foi 0 LPS na concentragio de 2ug/ml.
Apos 72h de incubagdo os sobrenadantes foram coletados e estocados a — 20 © C, até a data do

Uso.

6.2, ELISA para TNF-o

Placas de microtitulacio (“enhanced protein binding”, Sigma) foram sensibilizadas
com 50ul do anticorpe monoclonal anti-TNFo (XT 22.11) na concentracio de 10pg/mi,
diluido em tampdo carbonato-bicarbonato de sddio, 0,02M, pH 9,2, por uma hora 2 37°C e

“overnight” a 4°C. O excesso de anticorpo ndo adsorvido foi removido e a placa lavada trés

vezes com PBS, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tw). Apés a secagem das placas, por

inversdo sobre papel absorvente, os sitios reativos remanescentes foram bloqueados pela
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adi¢do a cada pogo de 200 pl de uma solugdo de leite em po desnatado (Molico, Nestlé) a 5%,
em PBS pH 7,2 (PBS-Mo) e incubando-se as placas por uma hora a 37°C.

Na etapa seguinte, as amostras foram adicionadas as placas (50ul/pogo) que foram
incubadas por 1 hora a37°C e “overnight” a 4°C. Apés a lavagem, foram adicionados a cada
pogo da placa 50ul de um soro de coelho anti-mrTNFe (produzido em nosso laboratério;
CECILIO et al., 1997), diluido a 1:200 em PBS-Mo. As placas foram lavadas por 3 vezes ¢, a
seguir, incubadas por 1 hora, a 37° C, com o conjugado (Ig de carneiro anti Ig de coelho

conjugada com peroxidase; preparado em nosso laboratério) na dilui¢do de 1:2000. Apés a

lavagem das placas, acrescentou-se a cada pogo 50 pl do substrato (0,03% de H0; ¢ 0,1 mg
de ortofenilenodiamino/ ml de tampio citrato/fosfato de sddio 0,05M, pH 5,0). Ap6s 30min, a
reagdo foi interrompida pela adicio de uma solugdo de Ho804 a 4N (25ul/poco). A leitura
colorimétrica foi realizada a 492 nm, em leitor de ELISA (MULTISKAN II, Flow
Laboratories, Inc. USA), utilizando-se a 12 coluna, contendo apenas o substrato neutralizado,
como branco. A concentragdo de TNF nas amostras foi calculada por comparagio com os
resultados da curva padrio obtida com concentragSes conhecidas de mrTNF-o (0-25 ng/ml;

Genentech Inc).

6.3. ELISA para IL-1
As dosagens de IL-1a foram feitas utilizando-se um Kit adquirido comercialmente

(IntertestleeX ™Mouse IL-1a ELISA Kit, Genzyme; # 1900-01) e seguindo-se o protocolo

indicado pelo fabricante.
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6.4. ELISA para IL-10
A quantificagio de IL-10 foi feita com o kit Endogen (Endogen Inc., EM2-IL-10),

seguindo-se o protocolo indicado pelo fabricante para a realizacio do teste.

7. WESTERN BLOT
A tecnica de “immunoblotting” ou “Western blot”, descrita por TOWBIN e
colaboradores (1979), foi aplicada para a detecgdo da produciio da Sintase de oxido nitrico por

células aderentes de camundongos de diferentes faixas etarias, conforme descrito a seguir.

7.1. Preparo das amostras
As celulas foram obtidas do lavado peritoneal dos camundongos pré-estimulados, 4
dias antes, com 3,0 ml de meio tioglicolato a 3%.

Para a preparagdo das monocamadas de células foram empregadas placas de Petri
descartaveis de 100x20mm (CORNING), nas quais foram semeadas 1 x 107 células em um
volume de 5,0ml de meio RPMI contendo 10% de SFB e 50 ug/ml de Gentamicina. As placas
foram incubadas por 2 horas a 37° C, em estufa umidifcada contendo 5% de CQ,. Apés a
remogdo das células ndo aderentes por lavagem com PBS pH 7,2 estéril, as monocamadas
foram incubadas com o meio de cultura contendo 20 ng/ml de LPS e 56 Ul/mi de IFNy, por 12
horas, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO,. A seguir, as c€lulas foram lavadas 3
vezes com PBS, pH 7,2 para a remocio dos estimulos e do excesso de proteinas contidas no

meio de incubagdo. Um mililitro de tampao de amostra para eletroforese (125 mM de Tris-HCl
pHG,8, 2% SDS, 5% de glicerol, 0,003% de azul de bromofenol e 1% de B-mercaptoetanol)

foi entdo adicionado a cada placa de Petri ¢ com o auxilio de “cell scrapers™ as células lisadas
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foram removidas e, a seguir, transferidas para tubos de centrifuga tipo “eppendorf”. Os lisados
foram fervidos por 5 min a 100° C, em banho-maria, ¢ a seguir centrifugados por 5 min, a
10.000 rpm, em microcentrifuga (Centrifuga Eppendorf 5415 C) para a remocgido dos debris
celulares. Os sobrenadantes foram coletados e utilizados imediatamente apds a sua obtengio

para a separagio eletroforética de proteinas.

7.2. Eletroforese

A separago dos polipeptideos contidos nas diferentes amostras obtidas foi realizada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo Dodecil sulfato de Sédio (SDS-
PAGE), de acordo com indicagdes de LAEMLI (1970). De cada lisado obtido foram aplicados
25 ul por canal da piﬁca de eletroforese, contendo gel de poliacrilamida a 7,0% (gel de
separagdo) e gel de empilhamento a 3%. A eletroforese foi conduzida em equipamento

MimiProteanll (BioRad), de acordo com recomendacdes do fabricante. A corrente foi ajustada
para 25mA e a corrida foi realizada em 2 horas.

Apds a sua separagfo, as proteinas foram transferidas, eletroforeticamente, para
membrana de nitrocelulose (S&S) em equipamento Mini transblotting (BioRad), por 2 horas, a
180 mA, em Tris-HCI 25mM, glicina 192mM, 1% de SDS e 18,4% de etanol. A eficiéncia da
transferéncia foi verificada pela coloragio dos géis por 30 min em metanol/acido acético/agua
(5/1/15, ~viviv) contendo 0,25% de Coomassie Brilliant Blue R (Bio-Rad) e descorado em

acido acético/metanol/dgua (3/2/35, v/viv).

7.3. Detecciio da iNOS

A detecgfio da INOS nos diferentes lisados foi feita através de reagdo com o anticorpo
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monoclonal anti-macNOS do isotipo IgG de camundongo, clone 6 (Transduction
Laboratories, KY, USA), apos ter sido feito o bloqueio da membrana com 5% de leite em poé
desnatado (Molico, Negtié). Na reagdo, o anticorpo monoclonal foi utilizado na concentragio
final de 1 ug/ml, em PBS, pH 7,2, e incubado com o material antigénico a temperatura
ambiente, por 1 hora e a seguir a 4°C por 18 horas, Apos a lavagem (3 vezes com PBS pH 7,2
contendo 0,005% de Tween 20, PBS-Tw), a fita de nitrocelulose foi incubada por 2 horas a
37" C com o anticorpo secundério conjugado a peroxidase (preparado em nosso laboratério),

diluido a 1:500 em PBS, pH 7,2 A reagdo foi revelada pela adicio da mistura de

substrato/cromogeno (0,003% de H,0, e Img/ml de diaminobenzidina em tampdo citrato-
fosfato de sodio 0,1M, pH 5,0) a fita de nitrocelulose, previamente lavada. A reacdo de
revelagdio foi interrompida, logo ap6s o aparecimento das bandas marcadas, pela lavagem da

membrana em 4gua corrente.
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RESULTADOS

1. Niveis de NO liberados in vitro por células aderentes de camundongos

A liberagio de 6xido nitrico por células peritoneais de camundongos de 1-15 dias, 4,
8, 16, 24, 32, 40, 48 e 72 semanas de idade foi investigada. Foram empregadas células
provenientes de animais naive ou elicitados com tioglicolato, estimuladas in viro com
LPS+IFN-y. Experimentos utilizando células elicitadas s6 puderam ser realizados em animais

com idade igual ou superior a 7 dias. Animais mais jovens ndo suportaram tal tratamento na

auséncia das mies. O método descrito por GREEN et al. (1988), utilizando o reativo de
Griess, foi empregado para a detecgdo do nitrito, metabélito estavel do NO. Foram realizados
ate 3 experimentos de cultivo celular, nos quais a maioria dos grupos etarios estavam
representados. Os resultados obtidos nesses experimentos estio mostrados nas tabelas I,2e3,
e foram expressos como a concentragio média em pMol de NO, produzido por 10° células
aderentes, obtidas de cavidades peritoneais dos animais de cada idade estudada.

A tabela 1 mostra que a produgio de NO por células residentes de camundongos
naive inicia com valores de 57,30uMol de NO,, e mantém-se com uma média de 59uMol até
por volta de 15 dias. Entretanto, as células provenientes da cavidade peritoneal de
camundongos com 30 dias até 48 semanas de idade, nio apresentaram quantidades detectaveis
de NO. As células da cavidade peritoneal desses animais sé foram responsivas aos estimulos
empregados, produzindo quantidades mensuraveis de NO, quando provenientes de animais
previamente estimulados com tioglicolato. Nos animais muito velhos (72 semanas de idade)
também foi possivel detectar a producio de NO em sobrenadantes de celulas aderentes ndo

elicitadas, porém os niveis de NO produzidos pelos animais mais velhos foram inferiores 3
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média produzida pelos animais neonatos.

Tabela 1- Influéncia da idade sobre e a produgio de NO por celulas aderentes dos lavados peritoneais
de camundongos BALB/c .

GRUPO ETARIO IDADE PRODUCAQ DE NO
(LMol NO, /1 x 10° céls + EPM)*
(Dias) Células Residentes Células
Elicitadas
01 57.30 + 12,85 ND
02 60,28 +4.7 ND
03 101,20 + 7,66 ND
04 65,11 + 10,48 ND
05 137,87 £ 9,79 ND
06 50,37 +£ 1,88 ND
NEONATO 07 70,78 £9,07 54,94:+5,81
08 56.42 +2,74 ND
09 78,51 + 12,74 ND
10 50,78 + 5,61 ND
11 53,38 6,28 ND
12 13,60 + 2,63 ND
13 30,66 + 7,20 ND
14 46,17 +12.24 ND
15 38,64 9,33 63,88 + 5,34
(Semanas)
04 <5,0 36,47 + 5,42
ADULTO JOVEM 08 <5,0 25,59 + 4,09
16 <50 26,94 + 5,29
24 <5,0 31,39 4 4.46
32 <50 18,79+ 1,7
40 <5,0 31,31 43,42
ADULTO VELHO 48 <3,0 46.90 + 3,55
72 33,2240,29 65,47 +8,3

As células aderentes foram cultivadas na presenca de 56Ul/ml de IFN-y e 20mg/ml de LPS por 72hs. O NO
liberado foi dosado nos sobrenadanies, utilizando-se o reagente de Griess. Os resultados representam a
concentracdo media de NO, obtido de experimentos realizados em triplicata (até trés experimentos por £rupo
etdrio) ND = nfio determinado EPM = Erro Padtdo da Média.

A andlise das concentragdes médias de NO," detectadas nos sobrenadantes de cultura

de células provenientes de diferentes grupos experimentais revela diferencas significativas nos

niveis de NO secretados, em relacio a idade e tratamentos recebidos. As tabelas 2 e 3
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resumem esses resultados, mostrando que as células provenientes de cavidades peritoneais de
camundongos naive (células residentes) de 1 a 15 dias (neonatos), estimulados por LPS+IFN-
v, foram capazes de produzir em média 59,08 + 3,31 pMol de NO, /10° células, enquanto que
as células residentes de camundongos com idade igual ou superior a 4 semanas, exceto os
grupos etarios muito velhos (72 e 96 semanas de idade), ndo se mostraram sensiveis aos
estimulos empregados, apresentando niveis de NO, < 5,0 1Mol/10° células, isto ¢, abaixo dos
niveis de detecgdio do método utilizado. O mesmo ocorre quando nfio utilizamos nenhum

estimulo(dados ndo mostrados).

As células residentes de animais com idade entre 4 e 48 semanas de idade s6
responderam ao LPS+IFN-y quando provenientes de camundongos previamente elicitados com
tioglicolato, liberando em média 29,35 £ 2,72 ¢ 61,04 + 9,01 uMol de NO, nos animais

adultos jovens e velhos, respectivamente.

Tabela 2. Concentracdo média, por faixa etaria, de NO, liberado por células aderentes:

FAIXA ETARIA pMol/1 x 10° céls de NO,
Média +¥PM
Células Residentes Células Elicitadas
Neonato (1-15 dias) 59,08 £3,31 ND

07 dias 70,7819,07 54,9415,81

15 dias 38,64 £ 9,33 63,88 £ 5,34
Adulto Jovem <35,0 29354272
Adulto Velho , 7.50 £239 61,04 £ 9,01

As células aderentes foram cultivadas na presenga de 56Ul/ml de IFN-y e 20ng/ml de LPS por 72hs. O NO
liberado foi dosado nos sobrenadantes, utilizando-se o reagente de Griess. Os resultados representam a
concentragdo média de NO,7 10° células

ND= ndo determinado EPM= Erro Padrilo da Média.
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Tabela 3. Comparag¢des dos niveis de NO liberado por células peritoneais de camundongos BALB/c das
diferentes faixas etarias,estimulados com tioglicolato.

nMol NO,/10° cels
FAIXA Média + EPM
ETARIA
Células Estatistica
Elicitadas
Neonato 54,94+ 5,81 | 54,94 £ 5,81 | 54,94 £ 581 | 54,94 £ 5,81
(07 dias)
Neonato 63,88 +534 163,88+5,34 63,88:+534 | 63,88 +5,34
{15 dias)
Adulto Jovem | 29351272 29,35+2.72 29,35 £2.72 29351272
{4-24 sem)
Adulte Velho | 61,04 9,01 61,04 = 9,0% 61,04 £9,01 § 61,04 =901
(32-72 sem)
p (2,283 0,005 0,573 < 0,001 0,788 4,002
t 1,1341 3,9910 ,5697 35,7675 0,2709 3.3678

As células aderentes foram cultivadas na presenca de 56UL/ml de IFN-y e 20ng/ml de LPS por 72hs. O NO
liberado foi dosado nos sobrenadantes, utilizando-se o reagente de Griess. Os resultados representam a
concentragio média de NO» /10° cels. EPM = Erro Padrio da Média

t = coeficiente do teste

p = nivel de significancia

IL Influéncia das doses de LPS e IFNy na produgiio do éxido nitrico: Curva dose-
resposta

Na figura 1 estdio representados os dados obtidos quando as células aderentes obtidas
de camundongos de diferentes idades, elicitados pelo tioglicolato, foram estimuladas in vitro
com diferentes combinagdes de doses de LPS+IFN-y. Como ¢ possivel notar, em todas as
idades estudadas (2; 4; 8; 32 e 72 semanas), quanto maiores foram as doses dos estimulos
utilizados, maiores foram os niveis de NO presentes nos sobrenadantes da cultura. Pode-se
notar também que existe uma relagio entre a idade dos animais e a capacidade de produzir o
6xido nitrico, sendo que nas doses mais elevadas de estimulos (560 unid de IFN-y + 2000 ng

de LPS) esse resultado fica mais claramente observavel, isto ¢, animais com 2,4, 8¢32

semanas de idade produziram quantidades de NO que variaram entre 150 a 200uM/10%¢élulas,

33



enquanto que animais velhos (72 semanas) atingiram valores médios de 100pM/10%células.
Mas, de qualquer forma, as células provenientes de animais de todas as idade estudadas,
elicitados com o tioglicolato, foram capazes de secretar niveis bastante elevados de NO,
mesmo quando se empregou as menores quantidades dos estimulos i vifro.

Uma capacidade diferenciada de produgdio de NO, em resposta aos estimulos
empregados in vitro, também pode ser notada nas células aderentes obtidas de animais naive.
Conforme relatado acima, e agora confirmado, as células provenientes de camundongos com

até duas semanas de idade apresentaram uma resposta bem elevada de produgdo de NO (acima

de 50 uM/10%¢élulas), nas vérias combinagdes de dose de IFN+LPS usadas nos experimentos.
Células coletadas de camundongos naive com 4 e 8 semanas de idade, submetidas s mesmas
condiges experimentais, nfo apresentaram niveis detectiveis de NO nos sobrenadantes das
culturas estimuladas com qualquer das combinagBes de doses de IFN+LPS empregadas
(valores inferiores 4 SuM NO, dados nio mostrados).

Niveis de NO ligeiramente superiores aqueles do limite de detecgfio do método foram
possiveis de ser observados quando se empregou células de camundongos naive de 32
semanas, estimuladas com as doses mais elevadas de IFN+LPS (560 unid/ml e 2000ng/ml,
respectivamente), isto é, encontrou-se até 10uM de NO/10%¢lulas. O mesmo ocorreu quando
se usou as celulas de animais com 72 semanas de idade, com qualquer combinacio de doses
dos estimulos in vitro. Neste caso, encontrou-se quantidades de NO que variaram entre 7,0 ¢
14uM de NO/10° células.

O estimulo que parece ter influéneia maior na produgdo de NO, nas idades estudadas,
¢ 0 LPS, tanto nos animais previamente elicitados como nos naive, pois para uma mesma dose

de IFNy doses crescentes do lipopolissacarideo produziram um aumento nos niveis de NO.
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Figura 1: Influéncia das doses de LPS e IFNv na producdo de 6xido nitrico por células aderentes peritoneais de
camundongos previamente elicitados pelo tioglicolato das diferentes faixas etdrias indicadas na figura. As
células aderentes foram cultivadas na presenca de doses crescentes de LPS (2, 20, 200 € 2000 ng/ml) e de TFN-y
(5,6, 56 ¢ 560 UlL/ml), por 72 horas ¢ o NO liberado foi dosado nos sobrenadantes pelo reagente de Griess. Os
resultados foram representados como média + E.P.M. de NO produzido por 10° células.
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HI- Influéncia dos tempos de incubacfio com os estimulos na producio do oxido nitrico:
Curva temporal

As figuras 2 e 3 representam a influéncia do tempo de incubacio com os estimulos
(56 U/ml de IFN-y e 20ng/ml de LPS) na producio de éxido nitrico por células peritoneais
aderentes obtidas respectivamente de camundongos estimulados ou naive.

A figura 2 mostra que, apesar de ser possivel detectar a produgéo de oxido nitrico
pelas células provenientes de animais previamente elicitados pelo tioglicolato desde 24 horas
apés da adigio dos estimulos, os maiores niveis de produ¢iio em todas as faixas etarias
estudadas foram encontrados apos 72 horas. E possivel notar novamente que ha um aumento

na produgfo do NO em fung¢io do avanco da idade.
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Figura 2: Influéncia das doses de LPS e IFNy na produgfio de éxido nitrico por células aderentes peritoneais de
camundongos previamente elicitados pelo tioglicolato das diferentes faixas etdrias indicadas na figura. As
células aderentes foram cultivadas na presenca de 56U1/ml de IFN-y e 20ng/mi de LPS. O NO liberado foi
dosado nos sobrenadantes, coletados nos intervalos de tempo indicados na figura, utilizando-se o reagente de
Griess. Os resultados foram representados como média + E P.M. de NO produzido por 10° células.

A figura 3 resume os resultados obtidos quando se utilizou células coletadas de
camundongos naive. E possivel mais uma vez observar que, das idades representadas na figura,
apenas os sobrenadantes das células de camundongos com 72 semanas de idade, apresentam

niveis de NO dentro do limite do método empregado para a sua detecgdo.

37



8 semanas

32 semanas

40 - 72 semanas

Niveis de NO (uM)

Tempo de Incubagio ( h }

Figura 3: Influéncia do tempo de incubagio na produgio de oxido nitrico por células aderentes peritoneais
obtidas de camundongos naive, das faixas ctdrias indicadas na figura. As células foram cultivadas na presenca
de 56Ul/ml de IFN-y ¢ 20ng/mi de LPS. O NO liberado foi dosado nos sobrenadantes, coletados nos intervalos
de tempo indicados na figura, wtilizando-se o reagente de Griess. Os resultados foram representados como
média + E.P.M. de NO produzido por 10° células.
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IV~ Expressfo da iNOS por macréfagos peritoneais de camundonges naive e elicitades

A detecciio da produgfio da sintase de oxido nitrico por células peritoneais residentes
ou elicitadas pelo tioglicolato, obtidos de camundongos de diferentes faixas etérias, foi
investigada através de “immunoblot”.

Os resultados expressos na figura 4 mostram a presenca da enzima iINOS nos lisados
obtidos de células peritoneais de animais jovens, com até 8 semanas de idade, elicitados ou nio
com o tioglicolato e estimulados in vifro com LPS+IFN-y (canais 3, 4, 5, e 6). Nos animais
mais velhos (32 e 72 semanas) s6 foi possivel detectar a enzima nos lisados provenientes dos
animais previamente estimulados com o tioglicolato (canais 7 e 9, respectivamente). Nos
lisados obtidos de canmndongos naive de 32 e 72 semanas de idade ndo foram observadas a

banda correspondente 4 iINOS (canais 8 ¢ 10, respectivamente).

¥la
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Figara 4- Andlise por Western blot da produgfo de iNOS em células peritoneais aderentes obtidas de
camundongos de diversas faixas ctérias (2, 8, 32 ¢ 72 semanas de idade), residentes on elicitadas pelo
tioghicolato. Canais 3, 5; 7, 9) lisados obtidos das células elicitadas coletadas de animais de 2, 8, 32 e 72
semanas, respectivamente; Canais 4, 6, 8, 10) lisados obtidos de células residentes coletadas de auimais de 2, 4,
32 ¢ 72 semanas, respectivamente. No canal 1 estfio mosiradas as bandas das proteinas padrdo de Peso
molecultar (kit da Bio-Rad low molecular weight) ¢ no canal 2 estd a amostra padrfio de iNOS fornecida pelo
fabricante do anticorpe monocional anti-mac INOS,
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V- Niveis das citocinas inflamatérias IL-1 a, TNF-a e IL-10 liberadas in vifro por células
aderentes de camundongos

Os niveis das citocinas IL-1 a e TNF-a, produzidas por c€lulas peritoneais aderentes
de camundongos com 1, 2, 8, 32, 72 semanas de idade (TNF e IL-1) e 1, 8 e 96 semanas (IL-
10), foram analisados em sobrenadantes de cultura das monocamadas estimuladas com LPS,
1pg/ml por 18 horas, Sug/ml por 30 min e 2 pg/ml por 72 horas, respectivamente, através de
ensaios de ELISA. Apos a coleta dos sobrenadantes, as monocamadas de células foram lisadas
e 0 teor de proteina de cada cultura foi dosado para controle. Os resultados foram expressos
como concentragdo da citocina por ml de sobrenadante .

A anilise da figura 5 nos mostra que o TNF-o tem sua produgdo em niveis
detectaveis apenas nos sobrenadantes de cultura de células provenientes de camundongos
previamente elicitados pelo tioglicolato. Neste caso, observa-se que animais neonatos (1 € 2
semanas) sdo capazes de produzir niveis baixos, mas detectdveis da citocina (433,8 e 143,10
pg/ml, respectivamente). Animais com idade igual ou superior a 8 semanas produzem
quantidades elevadas de TNF-¢, cerca de 10 a 15 vezes mais elevadas que o observado no
grupo anterior. Verificou-se uma queda na produgdo dessa citocina no grupo de animais com
32 semanas de 1dade (991,70 pg/ml). Entretanto, tal reducdo pode ser devida a flutuagdo no
numero de células presentes nas culturas desse grupo, uma vez que a dosagem de proteina dos

lisados celulares mostrou também quantidades um pouco mais reduzidas no mesmo.
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Figura 5: Niveis de TNF-o liberados por células peritoneais aderentes de camundongos (residentes ou
elicitadas) das diversas idades indicadas na figura. As monocamadas de células foram cultivadas na presenca de
LPS (Sug/ml) por lhora. O TNF-x nos sobrenadantes foi detectado através de ensaios de ELISA, usando como
anticorpo de captura o monoclonal XT22.11 e para detecgio anticorpos policlonais especificos. Os resultados
foram expressos em pg/ml ¢ foram determinados por comparacfio aos resultados da curva padrio (mrTNF-c,
GENENTECH).

Ao analisarmos a figura 6 — Concentragiio de IL-1a em sobrenadantes provenientes
da cultura de células obtidas de animais de diversas idades, notamos que ao contrério do que
ocorre com o TNF-a as células provenientes de animais naive foram capazes de produzir
niveis detectaveis (17-143 pg/mi) da citocina. Nota-se ainda que ha uma tendéncia de aumento
de produgdo dessa citocina em animais idosos.

Quanto as células provenientes de animais que receberam um estimulo prévio
(tioglicolato) foi possivel notar, primeiramente, que foram capazes de secretar niveis mais altos
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de IL-1 (195-268 pg/ml), com um pico em 8 semanas e, ao contrario do que ocorreu com os
sobrenadantes de cultura de células obtidas de camundongos naive, verificou-se uma tendéncia

de queda de produgio da citocina em animais mais velhos.

[ 111 (pgimi)
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Figura 6: Niveis de IL-1o liberados por células peritoneais aderenies de camundongos (residentes ou
elicitadas) das diversas idades indicadas na figura. As monocamadas de células foram cultivadas na presenca de
LPS (1ug/ml) por 18 horas. A TL-1x nos sobrenadantes foi detectado através de ensaios de ELISA, usando um

Kit comercial (GENZYME). Os resultados foram expressos em pg/ml e foram determinados por comparaciio
aos resultados da curva padrio.

Os resultados das dosagens de IL-10, que estio representados na figura 7,

demonstraram que ao contrario do que ocorreu com as citocinas IL-1 e TNF-q, cujos niveis de
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produgio em animais previamente elicitados com tioglicolato foi maior do que nos
camundongos naive, as células residentes apds serem estimulados com LPS geraram os niveis
mais elevados da referida citocina. A produgio maxima da citocina pelas células residentes foi
observada em animais com 8 semanas de idade, e alcangou niveis de 2107 pg/ml de IL-10,
tendendo a uma ligeira queda nos animais com 72 semanas. Pode-se verificar ainda que nas
células obtidas de animais previamente elicitados pelo tioglicolato a produgéo de 1L-10 foi de

2,5 a 4 vezes menor do que nas células provenientes de cavidades ndo elicitadas.
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Figura 7: Niveis de IL-10 liberados por céhulas peritoneais aderentes de camundongos (residentes on elicitadas)
das diversas idades indicadas na figura. As monocamadas de células foram cultivadas na presenca de LPS
(2ug/ml) por 72 horas. A 1L-10 nos sobrenadantes foi detectada através de ensaios de ELISA. usando um Kit
comercial (ENDOGEN). Os resultados foram expressos em pg/mi ¢ foram determinados por comparacio aos
resultados da curva padrio.
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DISCUSSAQ

Os subprodutos da explosdo respiratéria (EROS) tém um papel crucial na capacidade
do sistema imune em resolver os procesos infecciosos, através da sua agdo citotdxica e
bactericida (NATHAN e HIBBS, 1991). Porém, no caso de organismos que invadem o interior
das células, nem sempre esses produtos serdo efetivos. Os radicais livres do nitrogénio (RLN)
parecem ser, nesses casos, de grande importéncia para a eliminagio dos patogenos. Além
disso, a agdo dos EROS e RLN se da em periodos diferentes da resposta a invasdo. Aqueles
gerados durante a explosdo respiratoria, como o inion superoxido, ocorrem numa fase mais
precoce (4 horas) enquanto que o oxido nitrico (NO), gerado através da degradagfo
enzimatica da L-arginina, passa a exercer suas fungdes quando os niveis de 4nion superéxido ja
entram em fase de platd (& partir de 24 horas),

Para que a geragdo de NO seja iniciada em macrofagos € necessaria a presenca de
LPS (lipopolissacarideo das paredes celulares das bactérias Gram negativas) e de ativadores
mais especificos como as citocinas IFN-y e TNF-a (BOSE e FARNIA, 1995). Estes
pesquisadores atribuem as citocinas um papel crucial no aumento da geragio de NO e Oz
enquanto que o LPS estaria sendo utilizado apenas como um estimulo ndo-especifico € como
um sinal de ativagfio secundario.

No que se refere a capacidade do LPS em promover a estimulagdo de macrofagos a
produzir o oxido nitrico (NO), ao contrario do que foi verificado por BOSE e FARNIA
(1995), nossos resultados (figura 1) sugerem que o LPS tem um papel crucial na ativacio dos
microfagos e na producio do éxido nitrico, j& que para uma mesma dose de Interferon-y e

quantidades crescentes de LPS h4 um aumento na produgdo de NO em todos os casos
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estudados. Esses resultados vém de encontro a estudos realizados por KISSIN e colaboradores
(1997), que afirmaram que a produgdo idade-dependente de NO ocorre devido as citocinas
bem como a produtos bacterianos. Os experimentos realizados em nosso laboratério, que
tiveram como foco principal o estudo da produgdo do Oxido nitrico nos camundongos
BALB/c, em diversas etapas de seu desenvolvimento pés-natal, nos mostraram que as células
residentes da cavidade peritoneal de animais neonatos (1-15 dias) e de adultos velhos (acima
de 72 semanas de idade) sdo naturalmente responsivas s doses de LPS+IFN-y empregadas,
enquanto que aquelas obtidas de animais das outra faixas etarias testadas nfio sdo capazes de
responder aos mesmos estimulos. Tais resultados parecem indicar diferencas na expressio da
enzima sintase do NO induzivel em células residentes de animais dos diferentes grupos etarios.

Nio existem dados na literatura que nos permitam comparar nossos resultados a
outros ja obtidos. Até o momento, os estudos realizados sobre a producio de NO em modelo
murino, comparando animais jovens e velhos, empregam células obtidas de cavidades
peritoneais estimuladas. Assim, nossos resultados parecem ser os primeiros a mostrar que, com
relagio a producio de oxido nitrico, células naive e primadas apresentam sensibilidades
diferentes aos estimulos que induzem a expressdo da sintase de NO e que as células naive
provenientes de animais neonatos sio altamente responsivas aos mesmos,

No que se refere as células primadas com tioglicolato, nossos resultados mostraram
que a produgdo de NO foi significativamente mais elevada em animais velhos quando
comparada a de animais adultos jovens.

Neste sentido, os dados da literatura sdo contraditorios. Enquanto alguns autores tém
mostrado que macrofagos provenientes de camundongos adultos jovens (6 a 10 semanas),

elicitados in vivo com tioglicolato, produzem niveis de NO mais elevados que as células
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provenientes de animais velhos (18 a 22 meses), submetidos ao mesmo tratamento (DING,
HWANG e SCHWAB, 1994), outros autores mostram o contririo, isto é macrofagos
provenientes de animais velhos fazem uma hipersecre¢do de NO quando comparados aos de
animais jovens (PICK e MIZEL, 1981). Nossos resultados, corroboram com esses ultimos
visto que células provenientes de camundongos adultos velhos (de 32 a 72 semanas) liberaram
quantidades significativamente mais elevadas de NO do que adultos jovens (de 4 a 24
semanas). Da mesma forma que CHEN e colaboradores (1996), sugerimos que alteragdes
importantes na expressdo da enzima induzivel devem ocorrer em macrofagos primados pelo
tioglicolato, ou por outros estimulos sofridos no decorrer da vida do animal, que os tornam
cada vez mais responsivos & produgfio de oxido nitrico. Recentemente, KISSIN et al, (1997)
publicaram resultados mostrando que macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c e
C57Bl/6 de 1 més e 13 meses (4 a 52 semanas) aumentavam sua sensibilidade de producio de
NO frente a estimulos iz vifro quando coletados de animais previamente estimulados in vivo
com toxina colérica ou com Con-A. Esses autores verificaram também que a expressdo da
sintase de NO (medida pela expressio de mRNA) nos macréfagos de camundongos naive era
significativamente mais elevada em animais jovens (1 més de idade).

Segundo KISHIMOTO e colaboradores (1994), originalmente acreditava-se que cada
citocina exerceria um efeito especifico através de sua agdo em receptores altamente
especializados nas células alvo. Porém, notou-se que as citocinas apresentam uma ampla
margem de efeitos biolégicos em uma ampla gama de orgios e tecidos. Assim, a primeira
caracteristica dessas moléculas € o pleiotropismo. A segunda caracteristica importante descrita
€ a sua redundancia, ou seja, citocinas diferentes podem agir no mesmo tipo celular de maneira

similar. Uma explicagio provéavel para estas caracteristicas descritas est4 a nivel molecular e
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hoje ja se sabe que a maioria dos receptores para citocinas consistem de cadeias miltiplas, ou
seja, regides de ligagio especificos nos receptores para cada citocina e transdutores de sinal
comuns a varias citocinas, que desencadeariam a ativag@io de genes especificos nas células alvo.
Ainda segundo KISHIMOTO e colaboradores (1994), o efeito tnico exercido por uma
determinada citocina poderia ser explicado pela expressdo variavel dos receptores de ligacdo, a
presenga potencial ou a ativagio preferencial de apenas um unico “subset” de todas as
possiveis moléculas de sinaliza¢io nos diferentes tipos celulares, e a regulagdo ou modulagdo
das moléculas sinalizadoras por outros estimulos seriam as estratégias que tornam possivers a
acdo Gnica de uma determinada citocina.

No sistema imune existem dois tipos de subpopulagdes T CD,’, as células TH, que
como se sabe s3o responsaveis pela produgio IL-4, IL-5 e IL-10, enquanto que as células TH,
produzem IL-2 e IFNy. O balango dessas duas subpopula¢Bes estaria definindo o padrio de
resposta do sistema imune, quer seja privilegiando uma resposta inflamatéria (TH,) ou de
produgio de anticorpos (TH,). Sabe-se também que uma subpopulagio tem efeito antagdnico
sobre a outra (MOSMANN e COFFMAN, 1989). Esse antagonismo se daria ndo s6 a nivel de
secrecio de um determinado padrio de citocinas, mas também como citado por CUNHA,
MONCADA e LIEW (1992), estaria modulando a producio de outros agentes envolvidos na
resposta do sistema imune 3 agressdo, tais como a do Oxido nitrico (NO) e a indugdo da
produgiio da sintase do oxido nitrico (NOS). Segundo esses autores, a IL-10 inibe a indugio
da NOS pelo IFNy na linhagem J774, células de linhagem macrbfégica de camundongos que
expressam altos niveis da enzima NOS,

Recentemente, FOEY et al.(1998) reafirmaram que a IL-1 produzida endogenamente

teria um papel importante na produc¢io de IL-10 em mondcitos humanos estimulados pelo
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LPS. Esses autores demonstraram ainda o envolvimento do TNF-o na produgiio de TL-10 por
mondcitos estimulados pelo LPS e a inibigdo da producdo de IL-1 e TNF-ut pela IL-10,
sugerindo assim que essas trés citocinas estariam num unico loop de feedback autoregulatorio,
¢ a sua produgfo por monocitos seria regulada numa cadeia paracrina/ autoerina de citocinas
Com o envelhecimento ocorrem mudangas na secrecio de citocinas inflamatérias
(CHORINCHATH et al., 1996; INAMIZU et al.,, 1985; GON et al., 1996; HAN et al., 1995),
o que, segundo HAN e colaboradores (1995), estaria refletindo uma mudanga no padréo de -
resposta das subpopulagBes de células T, de uma resposta predominantemente TH,
(anticorpos) em individuos jovens para uma TH, (inflamatéria) em individuos idosos.

O conjunto dos dados obtidos em nosso laboratério, nos permitem sugerir que, da
mesma forma observada para a produgiio de NO, células aderentes residentes ou elicitadas
diferem na sua capacidade de produzir citocinas inflamatérias, quando estimuladas in vifro pelo
LPS. Assim, células residentes obtidas de animais muito jovens (até 15 dias de idade) ndo se
mostraram capazes de produzir IL-1 e IL-10, in vitro. Essa capacidade s6 foi encontrada em
células obtidas de animais adultos (acima de 8 semanas de idade), nio apresentando alterages
significativas com o envelhecimento. O TNF-a nio foi detectado em sobrenadantes de cultura
de células residentes obtidas de animais de qualquer idade examinada. Por outro lado, as
células elicitadas respondem ao estimulo in vifro produzindo IL-1, TNF-¢ e IL-10 em niveis
efevados. Dentre essas citocinas, apenas para a IL-1 nfio se observa um aumento de secregdo
em fungéo do envelhecimento. Ainda, a producio de IL-10 foi cerca de 2,5 a 4 vezes maior em
células residentes do que nas elicitadas.

Estudos realizados in vivo e relatados recentemente (TATEDA et al., 1996),
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mostraram que animais idosos produzem niveis significativamente mais elevados de IL-1, IL-6
e TNF-a, 0 que explicaria a alta letalidade tOxica exercida pelo LPS nesse grupo etério,
encontrada pelos autores, onde os animais velhos foram cerca de 6,5 vezes mais sensiveis a
endotoxina que animais jovens. Entretanto, um aspecto a se considerar é o status das células
utilizadas por esses autores para verificar a producdo dos radicais livres. Os dados referentes a
produgdo de NO por macréfagos provenientes seja de animais velhos ou jovens foram nesse
caso obtidos apenas com células recrutadas para a cavidade peritoneal (elicitadas) e, portanto,
ja alteradas de alguma forma pelos estimulos inflamatérios empregados.

Ainda em relagdo & produgdo do oxido nitrico, € sabido que os eventos que ocorrem
durante as respostas do sistema imune a agressdo s§o amplamente interligados. A producio do
oxido nitrico{NO) por macrofagos é influenciado pelo padrio de citocinas que estfio presentes
no sistema. Diversos autores (DRAPIER, 1995 ¢ MODOLELL et al, 1995) relataram a
influéncia das citocinas na produgdo de NO pela INOS, as citocinas secretadas pela
subpopulagio TH; {especialmente o IFNy, TNF-a , e IL-1) estariam determinando o “estado
inflamat6rio” dos macrofagos e aquelas secretadas pelas células TH, (IL-4,1L-5, 1L-10, TGF-B
¢ IL-8) suprimiriam este estado dos macrofagos. Além disso, MODOLELL (1995) quando
estudou populagfo de macréfagos derivados da medula Ossea, sugere a influéncia da enzima
arginase, que competiria com a iNOS pelo mesmo substrato, a L-arginina limitando assim a
produgio de NO.

Os resultados obtidos em nosso laboratério também sugerem a influéncia da IL-10 na
produgiio de NO e na presenga da iNOS para algumas das faixas etarias estudadas (2 semanas
e 72 ou 96 semanas). Nas idades onde a produg@io do NO estava em niveis detectaveis foi

verificada a presenca da banda i NOS no Western-blot e a0 mesmo tempo uma baixa liberagdo
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de IL-10 e naquelas onde ndo houve expressdo da iNOS e alta liberagiio de IL-10, os niveis de
NO néo podiam ser detectados pelo método utilizado para quantificagio do radical (Figuras 4
e 7etabelas 1,2 e 3).

Em resumo, os relatos da literatura sobre a producio in vifro das diferentes citocinas
inflamatonas, bem como das espécies reativas do nitrogénio, por macréfagos de camundongos
jovens e velhos sdo muito conflitantes. Essas discrepincias podem estar relacionadas as
diferencas nas condi¢bes da cultura, na procedéncia das células utilizadas, nos estimulos aos
quais as células sfo previamente submetidas, e ao fato ndo menos importante de cada grupo de
antores definir de modo arbitrario as faixas etdrias novo, meia-idade e velho empregadas em

seus estudos.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que:
A produgiio de dxido nitrico em células aderentes provenientes de animais em diferentes
fases de seu desenvolvimento pos-natal parece ser dependente do status das células
empregadas (residentes ou elicitadas) e da idade dos animais utilizados.
Independentemente da idade empregada a produgdo do éxido nitrico parece ser tempo e

dose dependente nas células elicitadas.

A sintase do Oxido nitrico foi expressa em macrofagos residentes de camundongos jovens e
adultos jovens (8 semanas), embora o Oxido nitrico nio tenha sido detectado nos
sobrenadantes de cultura desses tltimos.

A produgio das citocinas IL-1, TNF-¢t e IL-10 também parece ser dependente do status das
células utilizadas e da idade dos animais empregados. Os niveis de IL-1 e de TNF-a. foram
significativamente mais elevados nos sobrenadantes de macréfagos elicitados do que nos
obtidos de animais naive, de todas as idades examinadas, Niveis detectaveis de IL-1 também
puderam ser observados em sobrenadantes de células residentes de animais com idade igual
ou superior a 2 semanas. Por outro lado, a IL-10 foi detectada em niveis mais elevados no
sobrenadante das células residentes obtidas de animais com idade igual ou superior a 8
semanas.

O conjunto dos resultados obfidos permitem concluir que alguns parimetros da resposta
nflamatoria, tais como a produgfo de citocinas e de éxido nitrico, sdo alterados durante o
envelhecimento. Essas alteracdes podem estar relacionadas com a maior incidéncia de

doencas autoimunes, infecciosas e neoplasicas relatadas em individuos velhos.
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