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O modelo da [pleurisia] induzida pela [carragenina] (1%), apresenta resposta inflamatoria bifasica
(4 ¢ 48 h) na cavidade pleural de [camundongos]. A L-NOARG, o HOE 140, o NPC 17731, a
diacereina, a indometacina, o meloxicam, a nabumetona e a dexametasona administrados 30 min
antes da [carragenina], inibiram a migracdo celular e os niveis da [mieloperoxidase] na primeira fase
(4 h) desta resposta inflamatoria. Todas as drogas, com exce¢do da diacereina, inibiram a exsudagao.
Além disso, a diacereina, a nabumetona, a L-NOARG e a L-NAME inibiram também os niveis de
[nitrito/nitrato]. Em relagdo a segunda fase (48 h), observou-se que a dexametasona e a diacereina,
inibiram os leucocitos, enquanto que a terfenadina reduziu apenas a exsudagdo. Nenhuma das drogas
estudadas reduziu os niveis da [mieloperoxidase] ou do [nitrito/nitrato]. O NPC 17731, o HOE 140
e o NPC 18884 inibiram tanto a exsudagdo como a migragdo celular induzida pela [carragenina}, 4 h.
Neste modelo experimental observa-se a participagdo de [citocinas] com efeitos pro-inflamatorios
(TNFa, IL-1B, IL-8) e antiinflamatorios (IL-6, IL-10), com base nos resultados de que tanto
anticorpos-policlonais como citocinas-recombinantes, administrados diretamente na cavidade pleural
juntamente com a [carragenina], reproduziram parcialmente seus efeitos pro-inflamatérios ou
antiinflamatérios. Neste modelo de inflamag¢ido, o PDTC e a sulfasalazina (inibidores do fator de
transcricdo nuclear [NF-xB]), foram eficazes em inibir a resposta inflamatéria induzida pela
[carragenina] (4 h). Além disso, a associagdo de doses subliminares de drogas antiinflamatorias e
dos inibidores (PDTC ou sulfasalazina) que isoladamente nio foram eficazes, quando associados,
mostraram efeito antiinflamatorio sinergistico, inibindo tanto a migragdo celular como a exsudagao
na [pleurisia] induzida pela {carragenina} (4 h). Nestes experimentos observou-se também aumento
da expressido de células [CD18] positivas, na cavidade pleural e no pulmdo, na primeira fase (4 h)
da resposta inflamatéria induzida pela [carragenina]. Além disso, no modelo experimental estudado,
nio se observou resposta inflamatdria sistémica caracterizada por aumento da permeabilidade
vascular nos pulmdes e no bago, em que se pese o aumento da molécula de adesdo [CD18] em
células pulmonares.

[Carragenina],  [Nitrito/nitrato], [Mieloperoxidase], [NF=«B], [Citocinas], [Pleurisia],
[Camundongos].
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as respostas inflamatérias local
(cavidade pleural) e sistémica (sangue, pulm&o, rim e bago), no modelo da
pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos. Os parametros
inflamatérios analisados foram: migragdo celular, grau de exsudagéo,
quantificagéo dos niveis de mieloperoxidase e de nitrito/nitrato, determinacéo de
“antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45), além da

permeabilidade vascular em tecidos (pulméo, coragao, bago e rim).

Os resultados deste estudo demonstraram que:

1- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camunddngos, que
apresenta padrdo bifasico da revsposta inflamatéria (4 e 48 h), observou-se
aumento significativo no nivel de mieloperoxidase e do nitrito/nitrato, com picos

em4e6he 4e48h, respectivamente (P < 0,01).

2- AL-NOARG administrada 30 min antes da carragenina inibiu significativamente
tanto a migragdo .celular como a exsudagdo na primeira fase (4 h) 'desta
resposta inflamatéria (P < 0,01). A durag&o do efeito inibitério causada pela L-

NOARG foi de até 24 h (P < 0,01).

3- Utilizando o mesmo protocolo experimental, a terfenadina, o HOE 140, o NPC
17731, a diacereina, a indometacina, o meloxicam, a nabumetona e é
dexametasona, administrados 30 min ‘antes da carragenina, inibiram

significativamente a migragéo de leucécitos e os niveis da mieloperoxidase na
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primeira fase (4 h) désta resposta inflamatéria (P < 0,01). Todas as drogas,
com excegdo da diacereina, inibiram a exsudag&o (P < 0,05). Além disso, a
diacereina, a nabumetona, a L-NOARG e a L-NAME causaram inibicdo
significativa nos niveis de nitrito/nitrato (P < 0,01). Em relacdo & segunda fase
(48 h), observou-se que a dexametasona e a diacereina, inibiram a migfagéo
celular, enquanto que a terfenadina reduziu apenas a exsudacédo (P < 0,05).
Nenhuma das drogas estudadas reduziu os niveis da mieloperoxidése ou do

nitrito/nitrato.

O NPC 17731, o HOE 140 e o NPC 18884 (antagonistas do receptor B, da
bradiéinina) inibiram tanto a exsudagao como a migragdo celular induzida pela
carragenina, 4 h (P < 0,01). A duragéo do efeito inibitério das drogas foi: NPC
17731 (de 4 a 48 h); HOE 140 (até 24 h); NPC 18884 (até 4 h) (P < 0,01).
Além disso, O _NPC 18884, administrado por via oral elou intraperitoneal, foi
efetivo em inibir a exsudacdo e a migragéo celular na pleurisia induzida peia
bradicinina, mas’néo na pleurisia induzida pela desArg®-BK, histamina ou

substancia P.

O tratamento prévio (5 min) dos animais com TNFgq, IL-1p ou IL-8 promoveu
aumento da exsudagdo em ambas as fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida
pela carragenina (P < 0,05). Além disso, o TNFa e a IL-1B, diminuiram,
enquanto a IL-8 aumentou a migragéo celular na primeira fase (4 h) desta

resposta inflamatéria (P < 0,01). Em relagdo a segunda fase (48 h), estas



RESUMO : xiii

mesmas citocinas ndo alteraram ou aumentaram a resposta inflamatéria

induzida pela carragenina (P < 0,01). Os anticorpos anti-TNF«, anti-IL-18 ou

anti-IL-8, administrados 30 min antes, da carragenina diminuiram tanto a

exsudagdo como a migragdo celular 4 h apdés a administragédo do agente
irritante (P < 0,05). Em felagéo a segunda fase (48 h) desta resposta
inflamatéria, estes mesmos anticorpos potencializararﬁ ou néo tiveram efeito. O
IL1-RA administrado 30 min antes da carragenina inibiu a migragdo de
leucdcitos e a exsudagdo 4 e 48 h apds a administragdo do agente flogistico
(P < 0,05). AIL-6 e a IL-10, administradas 5 min antes da carragenina,
inibiram a vmigragéo celular e a exsudagéo 4 h apés a‘ administragado da -
carragenina (P < 0,01). Na segunda fase (48 h), a IL-6 inibiu tanto a
exsudacgéo como os leucécitos (P < 0,01). Ja a IL-10 n&o alterou a resposta
inflamatéria induzida pela carragenina. O avnticorpo anti-IL-6 aumentou a
exsudagdo e diminuiu a migragdo celular 4 h apdés a injecdo do agente
flogistico (P < 0,01). Na segunda fase (48 h), este anticorpo aumentou os

parametros inflamatérios estudados.

O PDTC e a sulfasalazina (inibidores do fator de transcricdo nuclear NF-

.kappa B) administrados 1 h antes da carragenina inibiram tanto a exsudag¢do

como a migragao celular na primeira fase (4 h) desta resposta inflamatéria
(P < 0,01). A duragéo do efeito inibitério das drogas estudadas foi: para o
PDTC de 60 a 120 min e de 30 a 120 min para a sulfasalazina. Em relagdo a

segunda fase (48 h), nenhuma das drogas estudadas foi capaz de inibir o
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processo. inflamatério. induzido_pela carragenina. Além_ disso, a.administragao

de doses subliminares do PDTC ou da sulfasalazina com drogas
antiinflamatérias esteroidais e nao-esteroidais inibiram os parametros

inflamatérios estudados 4 h apdés a administragéo da carragenina (P < 0,01).

Em outra série de experimentos, observou-se aumento significativo de células
CD18 positivas no exsudato, é no pulmao nas duas fases (4 e 48 h) da
pleurisia induzida pela carragenina (P < 0,05). Ja, em amostras de sangue total
ndo foi observado alteragdo significativa deste marcador leucocitario. Além
disso, no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, ndo houve aumento
da permeabilidade vascular nos tecidos estudados (pulméao, coragéo, bago e

rim).

Em conjunto os resultados apresentados sugerem que:

1=

2-

No modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos ocorre a
participacdo: i) do 6xido nitrico, tendo em vista que se pdode observar,
aumento das concéntragées de nitrito/nitrato em ambas as fases (4 e 48 h) -
inibidores especificos das vias de sintese do 6xido nitrico, L-NOARG e L-
NAME, reduziram a migragdo celular e a exsudagdo induzida pela
carragenina (4 h); i) da mieloperoxidase, visto ter-se observado aumento doé

niveis deste marcador 4 e 6 h apés a inducéo da pleurisia.

A resposta inflamatoria induzida pela carragenina é, em parte, mediada pela

liberag&o de bradicinina e histamina, uma vez que antagonistas seletivos dos
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receptores B, da BK (HOE 140, NPC 17731 e NPC.18884) ou do receptor H;-
da histamina (tén‘enadina). “inibiram de forma significativa a resposta
inflamatoria induzida por esté agente flogistico. Além disso, observou-se
também a participag&o de prostaglandinas, visto que, inibidores ndo-seletivos
da via da ciclooxigenase (indometacina, nabumetona e dexametasona)

inibiram a resposta inflamatéria estudada.

Neste modelo de inflamagéo, as citocinas TNFa, IL-18 elIL8 possuem efeito
pro-inflamatério, enquanto a IL-6 e a IL-10 participam desta resposta

inflamatéria como citocinas do tipo antiinflamatdrias.

O fator de transcfigéo nuclear (NF-Kappa B) parece possuir papel importante
na resposta inflamatéria induzida pela carragenina, tendo em vista que dois
inibidores deste fator inibiram significativamente a primeira fase (4 h) da

resposta inflamatéria induzida pela carragenina. Além disso, a associagdo de

doses subliminares dos inibidores citados com drogas esteroidais e ndo

esteroidais, que ndo se mostraram eficientes isoladamente, causou efeito
sinergistico antiinflamatério na pleurisia induzida pela carragenina (4 h), em

camundongos.

Observou-se também a participagdo de moléculas de ades&o do tipo CD18 na
pleurisia induzida pela carragenina, evidenciado tanto na primeira (4 h) como

na segunda (48 h) fases desta resposta inflamatéria, caracterizado por
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aumento da expressao dessas moléculas, tanto na cavidade pleural como no

pulm&o de camundongos com pleurisia.

. Finalmente, ndo foi observado respostainflamatdria sistémica do tipo aumento

da permeabilidade vascular nos pulmdes e bago, em que se pese o aumento
da molécula CD18 em células pulmonares, 'sendo a migragdo celular de
mononucleares e de neutréfilos dependente da e)\<presséo de moléculas CD18
e ndo de CD11a.

Através do nosso trabalho séo propostos diferentes protocolos experimentais
que permitem estudar modelos de inﬂamac;éo,' como por exemplo, a pleurisia
induzida pela carragenina que pode ser util para o estudq de drogas com perfil

antiinflamatério.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the local (pleural cavity) and systemic
(blood, lung, kidney and spleen) inflammatory response induced by carrageenan
(1%) in the mouse model of pleurisy. In this model, we analysed: cell migration
and exsudation, myeloperoxidase and nitrite/nitrate levels. We also carried out
cytometry analysis (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) on cells from blood,
exsudate or tissue (spleen or lung), and, the case of .Iungv, heart, spleeri or kidney,

we calculated the degree of fluid exsudation.

The results of this study showed that:

1- In the pleurisy induced by carrageenan, that presents a biphasic profile by an
early (4 h) and late (48 h) phase of the inflamrriatory reaction, there occurred a
Significant increase in myeloperoxidasev levels which peaked at 4 and 6 h,
‘\ivhereas' increased mean nitrite/nitrate Ievels_were detected at 4 and 48 h after

pleurisy induction (P < 0.01).

2- L-NOARG, administered 30 min prior to carrageenan, caused a significant
inhibition of cell influx and fluid leakage in the mouse pleural cavity at 4 h (P <
0.01). This drug exerted a long-lasting inhibitory effect on both exsudation and

leukocytes (P < 0.01) when administered 0.5 to 24 h before pleurisy induction.

3- Enhancement of both cell migration and myeloperoxidase levels, 4 h after
pleurisy induction, was effectively inhibited by terfenadine, HOE 140, NPC

17731, diacerein, indomethacin, meloxicam nabumetone or dexamethasone
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(P < 0.01)._ All, except diacerein, also inhibited exsudation (P <_-0.05). At this
time, nabumetone, diacerein, L-NOARG and L-NAME also signifiéantly reduced
nitrite/nitrate levels at 4 h (P < 0.01). However, regarding the second phase (48
h), although dexamethasone, diacerein and terfenadine decreased either cell
migration or exsudation, respectively (P < 0.05). No drugs caused any change

in the levels of nitrite/nitrate.

NPC 17731, HOE 140 or NPC 18884 (bradykinin B, receptor antagonists)
inhibited both exsudation and cell influx 4 h after pleurisy induction by
carrageenan. The inhibifory effects of these drugs were: NPC 17731 (4 to
48 h), HOE 140 (up to 24 h), NPC 18884 (up to 4 h) (P < 0.01). NPC 18884
(non-peptide bradykinin B, receptor antagonist) given intraperitoneally or orally
inhibited bradykinin-induced pleurisy. Furthermore, the NPC 18884 were
selective fdr bradykinin B, receptors; at the studied doses it had no effect
against the inflammatory responses induced by des-Arg®-BK, histamine or

substance P.

Intrapleural injection of TNFq, IYL-1B, or IL-8, 5 min prior to carrageenan,
caused graded increase in exsudation according to assessment during the
early (4 h) and late (48 h) phases of the carrageenan responses (P < 0.05). In
contrast, intrapleural injection of both TNFa and IL-18 or IL-8 markedly reduced
orincreased total and differential cell migration at 4 h, with little or no effect dn

the late (48 h) phase of the carrageenan—induCed pleurisy (P < 0.01). The
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_antibodies _against_TNFa and IL-18, or .IL-8, injected 30 -min _prior to -

carrageenan, reduced both carrageenan-induced exsudation and cell migration

in relation to the early (4 h) phase, but potentiated or had no effect against the

Jate (48 h) phasé of carrageenan response (P < 0.05). The natural IL-1 receptor

antagonist IRA, given 30 min prior to carrageenan, almost completely
attenuafed the fluid leakage and total and differential cell migration in relation to
the early (4 h) and late (48 h) phases of the carrageenan responses (P < 0.05).
Intrapleural injection of I1L-6, 5.min prior to carrageenan, markedly reduced total
cell migration and exudation at 4 and 48 h, whereas, IL-10 was effective in
inhibiting the studied parameters only in the first (4 h) phase of this
inflammatory process (P < 0.01). Furthermore, the antibody against 1L-6,
injected 30 min prior to Carrageenan, reduced, in a graded manner,
carrageenan-induced leukocyte in relation to the early (4 h) phase, but
potentiated the cell influx and exsudate in the second (48 h) phase of

carrageenan response (P < 0.01).

PDTC or sulfasalazine almost completely inhibited the exsudation and
leukocyte infiltration induced by intrapléural administration of carrageenan when
assessed 4 h (but not 48 h) after the irritant injection (P < 0.01). The inhibitory
effects of these drugs were: PDTC (60 to 120 min), sulfasalazine (30 to 120
min). Furthermore, the combination of subliminal doses of PDTC or

sulfasalazine with steroidal or non-steroidal anti-inflammatory drugs, which
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alone had no anti-inflammatory action, greatly inhibited both the pleural cell —

infiltration and exsudation induced by carrageenan (P < 0.01).

7- * In ariother set of experiménts, an increase of CD18 positive cells either into
the pleural cavity or into the lung (but not in the blood) were observed in both
phases (4 and 48 h) after pleurisy induction (P < 0.05). In the mouse model of
pleurisy, no changes of the Evans blue dye extravasation in the spleen and

lung were observed.

‘These results indicate that:

1- In the mouse model of pleurisy, different mediators participate. Examples are: j)
nitric oxide, on account of the fact that increased mean nitrite/nitrate levels
were detected in both phasevs (4 and 48 h) of inflémmatory response induced
by carrageenan; non-selective inhibitors of NOS, L-NOARG and L-NAME,
caused a significant inhibition of cell influx and exsudation in the first phase (4
h) of carrageenan-response; ii) myeloperoxidase; because higher levels of this

enzyme were detected 4 and 6 h after carrageenan-induced-pleurisy .

2- The inflammatory response induced by carrageenan in the mouse pleural cavity
is mediated, in part, by release of bradykinin and histamine, explained by the
fact that bradykinin B, receptor antagonists or histamine H; receptor
antagonist caused a significant inhibition of the inflammatory reaction induced

by carrageenan.
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3-

We demonstrated that IL-13, TNF-a, IL-8, IL-6 or IL-10 had a pro-or anti-
inflammatory profile in the mouse model of pleurisy. Furthermore, these
cytokines are potential mediators of the inflammatory reaction caused by
carrageenan in the pleural space, and might somehow be involved in the early
(4 h) and late (48 h) phéses of this response by promoting or controlling the

vascular and/or cellular events.

The nuclear factor NF-xB play a pivotal role in the modulation of the mouse

pleural inflammatory response induced by carrageenan. This response results

“from the fact that, PDCT and sulfasalazine, two reported NF-_KB inhibitors,

greatly inhibit the pleural inflammatory response induced by carrageenan in
mice. Also, .the treatment of animals with combinations of subliminal doses of
NF-xB inhibitors and steroidal or non-steroidal drugs, that had no effect per se,

resulted in a marked synergistic anti-inflammatory activity.

In the mouse model of pleurisy, the participation of CD18 adhesion molecules
was observed, in both phases (4 and 48 h) of the inflammatory response

induced by carrageenan there was an increase of CD18 positive cells in the

~ pleural cavity or in the lung.

Finally, in the mouse model of pleurisy was not observed a systemic
inflammatory response from the fact that, no vascular perméability in the

lung or spleen were observed. In addition, the cell migration composed of
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mononuclears and neutrophils is dependent, in part, on CD18 expression

but not on CD11a expression.

7- At last, it is proposed different experimental protocols that permit the study
of a inflammation models, such as pleurisy induced by carrageenan that
provide an useful tool to study and to screen drugs with anti-inflammatory

profile.
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1 INTRODUGAO

A inflamacdo é a reagdo que o organismo apresenta em resposta a
invaséo de Um agente agressor, a um estimulo com antigenos ou mesmo em
consequéncia de uma lesdo fisica. O deéenvolvimento das reagles
inflamatérias, em roedores é controlado por diversos mediadores (HAANEN e
VERMES, 1995). Entre eles: aminas vasoativas (histamina e serotonina);
cihinas; sistema complemento, como, p'or' exemplo, C3a, C5a, C5b, .C6-C9;
componentes da coagulacdo e de fibrindlise (fibrino-peptideos, produtos da
degradagéo da fibrina, entre outros); metabdlitos do acido araquidonico (AA)
como 0s ‘prodL__Jtvos da via da ciclooxigenase (COX); inclui.ndo endoperéxidos,
prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs) e da lipooxigenase (leucotrienos
(LTs), acidos hidroxiperoxieicosatetraendico | (HPETE) e
hidroxieicosatetraendico (HETE); radicais livres derivados do oxigénio; fator
ativador de plaquetas (PAF-acéter)‘; oxido nitrico (NO) e citocinas (WHATLEY
et al., 1996; MCINTYRE et al., 1997; COTRAN et al., 1996).

A résposta inflamatoria pode ser esquematizada em trés fases distintas,
cada uma delas sendo mediada, aparentemente, por mecanismos diferentes.
Assim, é inicialmente evidenciada uma fase aguda, de duracdo variavel, onde
ocorre vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade capilar, seguida de
uma fase subaguda, caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e de céluias
fagociticas e, posteriormente, a fase de regeneragao tecidual ou fibrose.

Na primeira fase da reagéo inflamatéria, 0 aumento do-fluxo sangtiineo
na area lesada, devido & dilatagdo e engurgitamento dos capilares e das

arteriolas, bem como do recrutamento adicional de outros vasos normaimente
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hipofuncionantes, é responsavel.-pelo-eritema-ou rubor-da area comprometidaj'
podendo haver também elevacdo da temperatura local (calor) (ROCHA e
SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985, BAUMAN e GAULDIE,
1994; MCINTYRE et al., 1997). A vasodilatagdo deve-se a agao de mediadores
quimicos, nos niveis arteriolar e venular. Sabe-se que sao inuméros 0s
mediadores liberados nesta fase. Citam-se cininas, histamina, serotonina, LTs,
PAF-acéter, Cba, prostaglandinas (PGD,, PGE;, PGan) e substancias
liberadas localmente nas terminagdes nervosas (taquicininas e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina - CGRP) (GEPPETTI et al., 1995; HAANEN
e VERMES, 1995; CADIEUX, et af., 1999; SCHUILING et al., 1999). O
exsudato formado facilitala |iberagéo de outros mediadores, e dessa forma
amplifica a resposta inflamatéria.

A segunda fase da resposta inflamatéria é caracterizada pela migracéo
de leucécitos e de outras cé|Q|as fagociticas para o sitio da lesdo. Os fatores
quimiotaticos para os leucdcitos sdo gerados tanto na corrente sanglinea
quanto no sftio da lesdo. Assim, o sistema complemento e as cininas séo
considerados importantes fatores de origem plasmatica (ABBAS et al,
1991a,b; DAVIS et al.,, 1994). A mobilizagcdo adequada dos leucocitos
circulantes é fundamental para a defesa do organismo, devido a sua
capacidade fagocitica e de destruicdo do agente nocivo. Entre os leucécitos,
os neutréfilos desempenham papel importante na reagéo inflamatéria.

O efeito secundario da resposta inflamatéria e da dor é a lesao tecidual.

O tecido inflamado em consequéncia da reac&o dolorosa causa a inibicao
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fisica dos movimentos, por um mecanismo de feedback neural (DRAY et al.,
1994).

A dor que se associa & resposta inflamatéria & produzida pela
estimulacdo dos nociceptores locais por mediadores quimicos, tais como, a
| bradicinina (BK), PGs, substancia P (SP), neurocinina A (NKA), CGRP e a
histamina (DRAY e BEVAN, 1993; DRAY e PERKINS, 1993; GEPPETTI,
1993). Quirhicamente, a transducéo da dor envolve interagcdes dos mediadores
com recéptores de membrana que s&o acoplados a canais idnicos e/ou
sistéhﬂas de segundos men_sageiros, resultando na mudanc¢a da excitabilidade
da membrana celular. A resposta algésica induzida pelos mediadores é
~ potencializada por produtos da via do acido araquidénico (PGE;, PGlz, PGD>)
e por aminas simpatomiméticas, possivelmente a dopamina liberada
locaimente. A producdo de hiperalgesia também deve ser vista como um
importante mecanismo para a regeneracio e o reparo tecidual (DRAY et al.,
1994). Além disso, varios produtos liberados no sitio da les&o inflamatoria,
entre e_lgs as citocinas, comb, por exemplo, interieucinas (IL) do tipo IL-1, IL-6
e IL-8, fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN) e lipopolissacaride
(LPS), estao envolvidos na regulacdo da resposta febril. As citocinas, exceto a IL-8,
regulam também a resposta febril com a indugdo da sintese de PGE, e PGF2a em

areas especificas do hipotalamo (DINARELLO, 1994).

1.1 INFLAMAGAO NEUROGENICA
A inflamac&o neurogénica pode ser definida como sendo um mecanismo de

defesa enddgena importante que ocorre na fase recente da resposta inflamatéria,
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na tentativa de limitar a lesdo tecidual. Além- disso, -ocorre também o
extravasamento de liquido e de proteinas plasmaticas dos vasos inervados por
fibras nervosas sensoriais, além de vasodilatagdo e ativagéo local de células que
participam da resposta imunolégica. Tal conceito é baseado em evidéncias de que
a estimulacdo de pequenos neurbnios aferentes produz sintomas similares
aqueles presentes durante a inflamagéo, como: vasodilatagéo, edema, acumulo e
agregacado plaquetaria e ativagdo de células do tipo mastécitos (LEMBECK e
HOLZER, 1979; KOWALSKI e KALINER, 1988; DIMITRIADOU et al., 1992). Nessa
condicdo, existe uma interagcdo complexa entre as terminag¢des nervosas e outros
tipos celulares, alguns'reéidentes, outros invasores, além de células do sistema |
imune. |

Admite-se que as terminagdes de fibras nervosas sensoriais finas (fibras
do tipo C e do tipo Ad) podem ser estimuladas por diversos agentes flogisticos
ou por su‘bsténcias quimicas geradas pelo tecido agredido. A ativacdo dessas
terminagbes nervosas aferentes induz reflexo axonal e, posteriormente,
liberagdo de neuropeptideos como a SP, a NKA e o CGRP (GEPPETTI et al.,
1995). Esses neuropeptideos, por sua vez, alteram a excitabilidade de
terminais nervosos sensoriais e de fibras simpaticas p6s-ganglionares. Eles
também ativam -células do sistema imune, alteram o fluxo sanglineo e
induzem a liberagédo de substancias ativas com o extravasamento plasmatico.
Atualmente, muitos tipos de inflamag&o neurogénica intimamente relacionadés
com a..néUrotransmisséo s&o reconhecidas, entre elas a enxaqueca, a asma

brénquica e a rinite alérgic_:a (SHELHAMER et al., 1995). Nessas condigées,
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além da reagéo vasomotora (calor e rubor, dilatagio-arteriolar) no local lesado,
ocorre também uma inflamacgéo crénica (COLPAERT et al., 1983; BASBAUM e

LEVINE, 1991).

1.2 FENOMENOS CELULARES DA INFLAMAGAO
1.2.1 Funcgéo dos neutréfilos e dos fagécitos mononucleares

Os leucdcitos séo componentes essenciais de defesa do hospedeiro.
Sao produzidos na medula 6ssea e desempenham a maioria das fungdes de
-protecdo e manutengdo do ambiente bioldégico interno do organismo.

De forma geral, os leucécitos fixam-se a superficie endotelial, onde
encontram altas concentragbes de citocinas quimiotaticos (chemotactic
cytokines), TNFa, IL-1B, entre outras citocinas e mediadores lipidicos
(BAGGIOLINI, 1998); Os produtos ce|u|ar_es, tanto dos linfécitos quanto dos
macrofagos, difundem—se no foco inflamatério do espag¢o perivascular, ou
mesmo das células do préprio endotélio vascular, e ativam mais leucécitos.
Baixas concentragdes de IL-8 (SCHROTH, 1996; CAIRNS e WALLS, 1996)
produzidas pelo endotélio vascular e secretadas nas regiées subendoteliais,
aumentam a adeséo Ieucoc_:itérja e induzem sua migracdo (CAIRNS e WALLS,
1996). Outras substancias quimiotaticas, cbmo IL-2, IL-5, RANTES (regulated
upon activation in ndrmai T-cells, expressed and secreted), PAF-acéter e
eotaxin-1 e 2 (especificas para eosinéfilos) (SYMON et al., 1994; SCHROTH,
1996; OKADA et al., 1997; LIU et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1999), favorecem

a migracdo transendotelial para o espago extravascular. A migracdo para o
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espacgo extravascular até o _sitio_da inflamagéo-é guiado- por -concentracées
aumentadas de fatores quimiotaticos, incluindo o LTB4, o PAF-acéter, a IL-6 e
algumas quimiocinas, que tém a capacidade de controlar precisamente o
movimento de leucécitos, e, também, por intefagées entre infegririas (adeséo)
e proteinas teciduais extracelulares (LUSTER, 1998, RAFEUL, 1998). Ao final,
ja no foco inflématério, as células (leucécitos) ampliam suas fungbes
citotdxicas, liberando oxidantes, proteases e citocinas, como por exemplo, os
fatores de crescimento.

Os leucécitos podem ser subdivididos em populagdes, entre as quais
destacam-se os neutréfilos e os fagdcitos mononucleares. Os fagécitos
mononucleares tém por fungao destruir‘ patégenos invasores, eliminar células
e tecidos mortos da corrente sanglinea e dos locais da lesdo tecidual,
femodelar o tecido normal, liberar mediadores do processo inflamatério e
apresentar os antigenos aos linfécitos (BOXER, 1997), enquanto os neutréfiios
dedicam-se primariamente & destruicéo dos micrébios invasores. Os
neutréfilos possuem o citoplasma repleto _;d__e granulos, cujo conteudo é
utilizado para destruir e degradar os agentes estranhos. Os grénUIos sao
basicamente de trés tipos (CRAMER, 1992): os granulos azuréfilos contém
proteases e outras enzimas hidroliticas, defensivas, outros peptideos
microbicidas e a mieloperoxidase, uma enzima oxidante do anion cloreto (CL"),
os granulos especificos contém, entre outros elementos, apolactoferrina,
colagenase, uma enzima que promove a liberacdo da fracdo C5a do sistema
complemento, suas membranas ~contém receptores para sustancias

quimioatraentes, proteinas da matriz celular e citocromo b558, os granulos
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terciarios contém. gelatinase, e suas membranas--apresentam o receptor
CD11/18, essencial para a adesividade da célula no endotélio (stossel, 1993).
Os granulos especificos sofrem desgranulagdo tanto nas vesiculas
fagociticas quanto no ambiente externo, destruindo os microorganismos
ingeridos (SMOLEN e BOXER, 1994).

Além disso, os neutréfilos promovem o -burst respiratc’Jri.o, um evento
metabdlico que produz oxidantes microbicidas potentes com a reducao parcial
do oxigénio (thelen et al., 1993). O evento é_ativado pelos mesmos estimulos -
que provocam a desgranulacado dos granulos especificos — isto &, contato
primario com particulas ingeriveis e exposic¢éo a fatores quimiotaticos.

Os granulos azuréfilos sofrem desgranulacdo quase exclusivamente nas
vesiculas fagociticas, de modo que suas proteinas microbicidas destroem os
microorganism‘ovs | iﬁgeridos. A mieloperoxidase liberada desses granulos
corresponde a 5% do peso seco dos neutréfilos. Em conjunto com peréxido de
hidrogénio (H202), cofétores halides oxidaveis (haleto), e urh pH acido, produz
acido hipocloroso (HQQ’I). De forma geral, a ativagdo do sistema nicotinamida
adenina dinucleotl’déo. fosfato (NADPH) gera inimeros radicais livres, dentre
eles destacam-se: anion superdxido (Oz), peroxido de hidrogénio (H.0>),
radicais hidroxilas (OH"), acido hipocloroso (HOCI) (PIZZO, 1997). Este ultimo
tem forte poder oxidante e rapidamente interage com outras moléculas, como,
por exemplo, aminas, tidis, tioésters e nucleotideos. Dai, resulta a formacgao
de u'r-n sistema antimicrobiano potente desenvolvido no fagolisossoma que tem
capacidades antibacteriana, antifungica, antiviral e antimicoplasmal (SMOLEN

e BOXER, 1994).
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Estudos tém demonstrado o envolvimento-da enzima mieloperoxidase,
bem como a formagdo de anticorpos citoplasmaticos anti-neutréfilos (ANCA)
(SEDIVA et al, 1998a,b) em diversas patol_dgias: nas leucemias mielbides
(KONIKOVA et al., 1998), na glomerulonefrite (TAKEDA et al.,, 1998), na
doenca de Alzheimer (REYNOLDS et al., 1999), entre outras. A auséncia da
miéloperoxidase retarda a atividade microbicida dos neutréfilos apds a fagocitose
dos microorganismos. Na deficiéncia desta enzima, a atividade da peroxidase esta
ausente nos neutréfilos e.monécitos, porém presente nos eosinéfilos (BOXER,
1997; PIZZ0O, 1997). Todavia acaba ocorrendo destruicéo eficaz das bactérias,
pois os neutréfilos com deficiéncia de mieloperoxidase acumulam mais péréxido de
hidrogénio do que os neutrdfilos normais, melhorando a atividade bactericida dos
neutréfilos afetados (BOXER, 1997). A deficiencia de mieloperoxidase, um.
disturbio autossdmico recessivo, constitui o disturbio hereditario mais comum da
func@o dos neutrofilos, com uma estimativa de freqiéncia variando de 1 em cada
2000 é 1 em cada 4000 (BOXER, 1997‘). Do ponto de vista clinico, o problema
mais freqUente consiste em aumento das infec¢des por Candida sp em alguns

pacientes com diabetes mellitus concomitante (BOXER, 1997).

1.2.2 Fagécitos mononucleares

Enquanto existe apenas um tipo de neutrdfiio, ha muitas variedades de
fagécitos mononucleares (CRAMER, 1992; GALLI, 1993). Ao contrario dés
neutréfilos, os mondcitos apresentam capacidade limitada de se dividir e sofrem
consideravel diferenciagéo adicional. Apés circularem na corrente sanguinea,

penetram nos tecidos, onde se diferenciam em macréfagos maduros, cuja
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sobrevida véria de semanas a_meses. Os fatores topolédgicos parecem-influenciar
sua diferenciacdo final e dotar cada tipo de caracteristicas estruturais antigéniéas ve
metabolicas particulares (KUIJPERS e HARLAN, 1993). Alguns dos macréfagos
que aparecem no local inflamado séo residentes, outros séo recrutados do tecido
circundante, outros s&o derivados da corrente sanguinea. Uma vez no local
inflamado, os macréfagos podem ser estimulédos por particulas opsonizadas. Os
mondcitos e macréfagos partiiham os receptores descritos para os neutréfilos,
além de expressarem diferentes outros receptores.

Os macréfagos desempenham pelo menos trés fungbes importantes:
apresentacéo dos antigenos, fagocitose e imunomodulagéo. Essas células, quando
ativadas, séo capazes de liberar citocinas do tipo IL-1, IL-6, TNF e IFNo/B, além
de citocinas envolvidas na hematopoiese, na ativagdo de células endoteliais e das

proprias células mononucleares (KUIJPERS e HARLAN, 1993).

1.3 MOLECULAS DE ADESAO
e Moléculas de adesdo nas células endoteliais e Iéucécitos

O recrutamento de leucécitos para o local da inflamagdo envolve uma
seqiéncia de eventos bem coordenada e dinamica, de que participam
ativamente varias moléculas de adesdo (CAMS) e citocinas quimidtéticas
(BEVILACQUA, 1993). |

As moléculas de adesdo, dependendo da sua estrutura funcional e
similaridade genética, dividem-se em 3 familiés: as integrinas, as selectinas e a

superfamilia das imunoglobulinas (BEVILACQUA, 1993; HELLEWELL, 1993;
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PILEWSKI! e ALBEDA, 1993; ALBELDA -e BUCK 1990; FRENETTE e WAGNER,
1996a, b; SCHROTH, 1996).

Membros da familia das selectinasv medeiam a adesdo reversivel e o inicio
da marginalizacéo dos leucécitos. Estas células s80 cathradas pelas P-selectinas
(eosindfilos) (HENRIQUES et al., 1996) e L-selectinas (neutréfilos) (SCHROTH,
1996) por intermédio de uma ligagdo fraca e reversivel que permite o “rolamento’
das células nas paredes dos vasos (SPERTINI et al., 1991; 1992). As moléculas de
adesao do tipo selectinas E e P expressas nas células endoteliais, nos focos do
processo inflamatério, servem como ligantes para L-selectinas especificas nos
leucdcitos. |

A seguir, ocorre um aumento da afinidade e da ades&o molecular entre a
superficie dos leucécitos e as células endoteliais através da expressado de outras
moléculas de ades@o nos leucécitos, as B integrinas, também denominadas de
VLA-4 (very late antigen), importantes na ades@o entre matriz e outra célula, e as
B2 integrinas, responsaveis pela adeséo célula-célula. Estas ultimas s&o moléculas
heterodiméricas compostas por uma subunidade § denominada CD18 que se liga
de forma ndo covalente a subunidade o (CD11a, CD11b, CD11c ou CD11d)
formando diferentes complexos moleculares denominados de LFA-1 (leukocyte
function associated antigen) ou CD11a/CD18, Mac-1 (macrophage-1 antigen) ou
CD11b/CD18, gp150/95 ou CD11¢c/CD18 ou CD11d/CD18. Os complexos LFA-1 e
Mac-1 sado responsaveis pela adesdo firme entre os leucocitos com seus
receptores localizados no endotélio e as moléculas de adeséo intercelular,

facilitando desta forma a adesividade intercelular ao endotélio microvascular
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(DU_STIN e SPRINGER, 1988; DIAMOND et al.-1990;-DE FOUGEROLLES et al.,
1991; NEISH et al., 1992). Incluem-se no grupo da superfamilia das
imunoglobulinas, moléculas de ades&o intercelular ICAM-1 e 2, moléculas de
adeséo vascular (VCAM-1) e as relacionadas as plaquetas — PeCAM-1 (platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1) (SCHROTH, 1996). As f. integrinas
interagem com as moléculas ICAM-1 das células endoteliais, enquanto .as B1
integrinas interagem com as moléculas VCAM-1. Esta etapa constitui o pré-
requisito para a emigragéo dos leucdcitos (WALZOG et al., 1999).

A via CD18-ICAM-1 ¢ utilizada por todos os leucocitos (ALBELDA e BUCK,
1990; SCHROTH, 1996), ao passo que a via VLA-4-VCAM é utilizada somente por
eosindfilos e mononucleares (SCHROTH, 1996). A produgcdo de ICAM-1 é
estimulada com a liberagido de mediadores pré-inﬂamatérioé como alL-1 eo
TNFa, enquanto a VCAM-1 depende dé IL-4 (SCHLEIMER et al., 1992; LUKACS
et al.,, 1994, SCHROTH, 1996). Outras moléculas de adesdo do tipo PeCAM-1
situam-se nas jun¢bes basolaterais das células endoteliais, incluindo zonas de
juncéo intercelular, e atuam facilitando a transmigracdo de neutrdfilos através da
barreira endotelial (ELICES et al., 1990; WALSH et al., 1991; RAINGER et al.,
1999).

Embora vérios estudos in vitro revelem o papel das moléculas de adeséo,
sua real importancia tem sido demonstrada em doengas raras, como, por exemplo,
na sindrome da deficiéncia de adeséo dos leucécitos (SDL), causada pelo defeito
da subunidade beta das integrinas, ou diminui¢do do ligante para as selectinas

(sialil lewis X) (ETZIONI, 1996). Além disso, estudos experimentais in vivo e
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estudos_ em humanos revelam que -as moléculas de adesao estdo envolvidas em
vérias outras patologias: na rejeicdo de enxerto, no choque séptico, na
aterosclerose, em reacdes de hipersensibilidade retardada, nas doencgas renais
(ETZIONI, 1996; COTRAN e MAYADAS-NORTON, 1998), nas doencas auto-
imunes (MCMURRAY, 1996), na hepatite alcodlica, na hepatite e na cirrose, na
hepatite viral (JAESCHKE, 1997), na esclerose multipla, na encefalomielite alérgica
(MIZOBUCHI e IWASAKI., 1994), em doencas alérgicas (SMITH, et al., 1993),
entre outras. O entendimento do mecanismo de comunicagéo intercelular entre o
endotélio e as células define novos alvos para a intervencdo terapéutica e
expande o espectro de diagnéstico das doencas envolvidas. Além disso, o
desenvolvimento de antagonistas de moléculas de adesdo, como, por exempio,
antagonistas de integrinas, representa um papel importante no campo das doencgas
auto-imunes, bem como das doen§as inflamatérias (HELLEWEL, 1993;

MCGREGOR, et al., 1998).

1.4 MEDIADORES QUIMICOS DA INFLAMAGAO
1.4.1 EICOSANOIDES

O acido araquidonico, derivado de fontes dietéticas, é transportado no
plaéma, tanto na forma esterificada, quanto na forma nao-esterificada, ligado,
sobretudo, a lipoproteinas e albumina, respectivamente. A importancia relativa
das duas formas para o suprimento celular estd pouco elucidada. O &cido
graxo €& compartimentalizado no dominio fosfolipfdico das membranas
celulares. A localizacdo parece ser relevante em termos de disponibilidade

para sua liberagdo. Acredita-se que a fosfolipase A, (PL) A, seja
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 extremamente importante  para 0 -processo. A fosforilacdo pelas proteinas
quinases e proteina C reativa, ativadas por mitégenos, permite sua
translocagcdo para a membrana celular, um processo dependente de célcio.
Outras fosfolipases podem também participar na liberagéo do araquidohato. A
oxigenacdo subsequente pela ciclooxigenase ou lipooxigenase da origem a
compostos biologicamante ativos.

Todas as células sdo capazes de liberar AA, no entanto os produtos
enzimaticos predominantes assim formados s3o altamente especificos ao nivel
celular. Como derivam de um acido graxo eicosandico, esses compostos-
tromboxano Az, prostaglandinas, epoxigenases, leucotrienos e lipoxina-séo

coletivamente denominados de eicosandides.

1.4.1.1 A VIA DA CICLOOXIGENASE

A biotransformacdo do AA em tromboxano A, e em PGs é catalisada
pela enzima COX_de acidos graxos. Esta enzima foi purificada em 1976 e
clonada em 1988 e é a principal enzima envolvida na sintese de PGs. Duas
isoformas da COX tém sido identificadas com base na estrutura molecular e
em sua localizagéo intracelular (VANE et al., 1998). As PGs, de forma geral,
estdo envolvidas tanto em condigdes fisiolégicas como patolégicas. A COX-1,
por exemplo, é constitutiva e medeia importantes fungées homeostaticas,
como a manutencdo da integridade do epitéilo da mucosa gaétrointestinal, a
funcdo plaquetaria e a regulagdo do fluxo sangiliineo renal normal
(CROFFORD, 1997). A COX-2, na forma constitutiva, € encontrada no cérebro

e na medula espinhal, onde estd envolvida na neurotransmisséo,
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particularmente, da dor e da febre (NEEDLEMAN e ISAKSON, 1997). A forma
induzida dessa enzima € expressa em lesbes de carater inflamatério (VANE et
al., 1998). Além disso, 0 emprego da técnica de Northern blot e de reagbes em
cadeia pela polimerase revela que a expressdo do &cido ribonucleico
mensageiro (RNAm) de ambas as enzimas COX-1 e 2 estdo presentes em
tecidos humanos, como por exemplo: no pulmao, no utero, no péancreas, nos
rins, no figado, no timo, na préstata, nas glandulas mamarias, no estdmago e
no intestino (O’NEIL e FORD-HUTCHINSON, 1993). Dentre os principais
agentes indutores da COX-2, destacam-se, entre outros, as citocinas, as
toxinas como o LPS, os promotofes tumorais, os fatores de crescimento e as
gonadotropinas. Em conseqliéncia, acredita-se que a COX-2 tenha
importancia predominante n&o s6 na producdo de PGs, em processos de
inflamagéo e febre, mas também, no céncer de célon humano (CROFFORD,

1997; DUBOIS et al.,, 1998).

e POTENCIAL TERAPEUTICO DOS INIBIDORES DA COX-2
Os eicosandides sdo mediadores. que participaAm tanto de processos
fisiologicos como patolégicos. O conhecimento da funcdo especifica dos
metabdlitos da via do AA e o desenvolvimento de inibidores enzimaticos mais
potentes e especificos serdo extremamente importantes para o estudo de
novas drogés e sua pos§ivel aplicagao terapéutica.
~ As principais doengas em que inibidores da COX-2 apresenfam eficacia
terapéutica sdo: osteoartrite, artrite reumatéide, febre, dor aguda e crénic;,a

(principalmente dor de origem poés-operatéria), doengas neurodegenerativas
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(Alzheimer) e cancer de colo (VANE et al., 1998). Tendo em vista que a COX-
2 esta envolvida principalmente em processos inflamatérios, estudos pré-
clinicos tém mostrado que a inibicdo seletiva da COX-2 é suficiente para
produzir efeito antiinflamatério, antipirético e analgésico (VANE et al., 1998).
Estudos epidemiolégicos demonstram que o uso de antiinflamatérios
n&o esteroidais réduz de 40 a 50% o indice de rr/nort'alidaéIe de pac;,ientes com
cancer colorretal (THUN et al., 1991; GIOVANNUCCI et al., 1994). Apesar dos
efeitos colaterais, como, por exemplo, desconforto epigastrico e sangramento,
entre outros, o uso de antiinflamatérios ndo esteroidais apresenta consideravel
efeito prdtetor e redugao nas neoplasias colorretais (GIARDIELLO et al.,
1993; GIOVANNUCCI et al., 1994). Outro efeito importante observado em
pacientes com polipose adenomatosa familiar, é a redugéo que tais
medicamentos promovem tanto no tamanho quanto do nimero de adenomas
(WADDELL et al., 1989‘). Em modelos animais de carcinogénese da regido
colorretal, o tratamento prévio com inibidores da COX-2 promove uma
~reducdo do numero de lesbes malignas (KULKARNI et al., 1992). O
mecanismo pelo qual os antiinflamatérios nao-esteroidais reduzem o risco de
neoplasias malignas, | ainda n&do esta bem esclarecido. Uma possivel
explicagao é que essas ’drogas alteram o metabolismo do AA, reduzindo a
producéo de eicosandides envolvidos na proliferagéo de varios tipos celulares
(LEVI et al.,, 1990; CYBULSKY et al.,, 1992). Além disso, .e'studos tém
confrmado o envolvimento da COX e das PGs em doencas
neuvrodegenerativas, como a Vdoenga' de Alzheimer. Relatos publicados em

1998 confirmam estudos anteriores que demonstram uma correlagdo inversa
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| entre a severidade ou incidéncia da doeng¢a-de Alzheimer-e a ingestido-de
antiinflamatérios nao-esteroidais, como o ibuprofeno (VANE E BOTTING,
1998a) Os mesmos estudos demonstram também que ha um componente
inflamatério rias lesdes nervosas da doenca de Alzheimer (VANE et al., 1998,
VANE e BOTTING, 1998b).

Foram observadas diversas complicacdes gastrointestinais causadas
pelo uso prolongado de antiinﬂématc’)rios nédo-esteroidais, incluindo a morte de
pacientes. Atualmente ja existem inibidores mais seletivos da COX-2, como,
por exemplo, a nabumetona e o nimesulide, utilizados na clinica em pacientes
com artrite reUmatéide, osteoartrite, reumatismos n&o articulares, que tém
revelado um perfil de eficacia analgésica e antiinflamatéria semelhante a
outros antiinflamatérios nao-esteroidais (BENSEN e Z1ZZ0, 1998; COACCIOLI

et al., 1998).

1.4.1.2 VIA DA LIPOOXIGENASE

Os leucotrienos, produzidos pela via das 5-lipooxigenases a partir do
metabolismo do AA, sdo potentes mediadores envolvidos nas reagdes
inflamatérias. Eétudos mostram que tais mediadores sdo responsaveis pela
formacéo de edema e papula, quando administrados na pele humana (CAMP
et al., 1983); pelo aumento da permeabilidade vascular na artéria mesentérica
de rato (LENG et al.,, 1988); pelo extravasamento plasmatico em cobaia
(DRAZEN et al, 1980) e em rato (UENO et al.,, 1981). Além disso,
demonstrou-se que os LTs, principalmente os que possuem grupamento

cisteinicos (LTC4, LTD4, LTE4), estdo envolvidos nas doengas inflamatérias
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alérgicas, como a asma_brdonquica (OBYRNE, 1996)-e a-rinite- alérgica-
(CRETICOS et al, 1984), promovendo broncoconstricdo, edema,
hipersecrecdo de muco, além da infiltracdo eosinofilica das vias aéreas.
Outros dados da literatura mostram o envolvimento dos LTs nas reagdes
alérgicas cutaneas (DORSCH et al., 1985;. BISGAAR et al., 1985; TALBOT et
al., 1985) e nas reagdes de hipersensi.bilidade tipo 1, demonstrada no modelo
da peritonite alérgica, em camundongos (ZUANY-AMORIM et al., 1993).

Tendo em | vista a participacdo desses mediadores na resposta
Vinflamatéria, principalmente no que diz respeito. a doengas das vias aéreas,
antagonistas foram desenvolvidos para bloquear a sintese ou as interacGes
com os receptores dos leucotrienos. Os agentes de uso clinico, em varios
paises, incluem: zileuton (inibidor de sintese), pranlucast, montelucast e
zafirlucast (antagonistas de receptores de leucotrienos). O efeito
broncodilatador é modesto, lento e inferior ao obtido com os beta-agonistas,
embora. possa ser aditivo a estes. O efeito antiinflamatério nao foi -
demonstrado diretamente, mas pode ser inferido pela reducédo dos eosindfilos
circulantes e presentes no escarro, pela redugdo do numero de crises e pelo
aumento gradual da fung&o pulmonar durante o tratamento. Existe também
diminuicdo da hiper-reatividade brénquica com o uso prolongado. Estudos
mu!ticéntricos mostram que antagonistas de LTs, produzem, em geral, efeito
semelhante ao obtido com a teofilina e com corticéides inalados em doses
baixas. Sua indicacdo principal; portanto, deve ser considerada para
portadores de asma moderada (INTERNATIONAL ASTHMA MANAGEMENT

PROJECT, 1992; PEREIRA e SOLE, 1998).
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1.4.2 CININAS

As cininas, incluindo a BK e a lisil-BK (Lys-BK: c_alidin-a), sao
oligopeptideos formados endogenamente, conhecidos por exercerem diversos
efeitos biolégicos em modelos animais (ROCHA E SILVA, 1978) e em
humanos (HALL, 1992). Séo‘ produzidas em varios 6rgdos e podem ser
detectadas em secreg¢des (urina, saliva e suor, por exemplo), no fluido
intersticial e no sangue. |

As cininas séo formadas a partir dos cininogénios, az-globulinas de alto (626
aminoécidos (aa), 88 aa 120 KD) e de baixo (409 aa, 50 a 68 KD) peso molecular,
ambas expressas a partir de um unico gene (BHOOLA et al., 1992; HALL, 1992;
MARGOLIUS, 1995; HALL , 1997; BARNES et al.,1998). |

Em humanos, a BK e a Lys-BK s&o as cininas que possuem pape‘I fisiolégico
e patoldgico relevantes, incluindo contragdo da musculatura lisa, vasodilatagéo,
aumento da permeabilidade vascular, indugéo. da dor (DRAY e PERKINS, 1993;
DRAY e BEVAN, 1993). Dois subtipos de }receptores foram clonados e até o
momento es,tudados extenéivamente. A classificagdo desses receptores fez-se
principalm.én.te com base farmacolégiéé. Séao eles: receptores By e B, (REGOLI e
BARABE, 1980; BURCH et al., 1993; HALL, 1997). O receptor B, possui afinidade
pelas cininas: BK e calidina; ja o receptor By tem alta afinidade pelos metabdlitos
das cininaé (des-Arg®-BK e des-Arg'%-calidina (MARCEAU, 1995). Um terceiro,
denominado receptor Bz ou subtipo do receptor B,, tem sido sugerido por alguns
autores, embora héo foi ainda confirmado em estudos de biologia molecular

(HALL, 1997).
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O receptor B, da BK é expresso de forma constitutiva em diversos tecidos e
células (BATHON e PROUD, 1991) e exerce diversas agdes, entre elas, a
produgéo e a vliberagéo de diversas substancias quimicas endogenas, como
prostandides, citocinas (IL-1 e TNF de macréfagos), além do NO liberado das
células endoteliais vasculares (DRAY e BEVAN, 1993).

Evidéncias vém mostrando a participacdo da BK na resposta inflamatéria
através dos receptores By e B,, da interagdo com outros mediadores ou da
amplificacdo do processo inflamatorio. Entre os mediadores liberados pela BK,
podemos citar: os prostanéides, as taquicininas, o CGRP, a histamina, o NO, entre
outros (BURCH e AXELROD, 1987; BURCH e DEHAAS, 1990; BURCH e KYLE,
1992, BURCH et al., 1990; BATHON e PROUD, 1991; HALL, 1992; BERTRAND et
al.,, 1993; FOX et al., 1993; HALL, 1997). Os efeitos pré-inflamatérios das cininas
incluem: a vasodilatagéo e aumento da permeabilidade vascular (MARCEAU et al.,
1983; SHARMA et al., 1983). Tais efeitos sdo confirmados com a aplicagao local
da BK na pele, em humanos (GREAVES e SHUSTER, 1967), na pata de rato
(JEZDINSKY e HALEK, 1974) ou no joelho de cdo (MELMON et Al., 1967). Além
disso, evidéncias mostram é participacdo da BK nas reacgdes inflamatérias,
constando-se a ativacdo do sistema cininas-calicreinas em diversas condigbes
patoldgicas, incluindo lesdo térmica e quimica (CLARK, 1979), reacbes alérgicas
(PROUD, 1998), artrite reumatdide, psoriase e gota (HAMBERG et aI.,v 1978;
SHARMA et al., 1983), asma (PONGRACIC et al., 1991, BARNES, 1992a, b;
PROUD, 1998), doencas inflamatérias do coélon (ZEITLIN e SMITH, 1973),
pneumonia aguda e bronquite cronica (ZHANG et al., 1997), pancreatite

(YOTSUMOTO et al., 1993), reacdes inflamatérias do Sistema Nervoso Central
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(SNC) seguida de lesao tecidual: meningite, encefalomielites, isquemia cerebral,
enxaqueca (RAIDOO e BHOOLA, 1998).

Ja o receptor B; da BK né&o esta presente em tecidos normais e é expresso
em pequeno numero de Cé!ulas, como, por exemplo, em fibroblastos de pulméo
embrionario, células da musculatura lisa vascular e células endoteliais apés injuria
tecidual é nos processos inflamatérios (GOLDSTEIN e WALL, 1984; SMITH et al.,
1995). Recentes estudos em modelos de hiperalgesia, utilizando animais knockout
mostram que os receptores By da BK estao envolvidos nas doengas inflamatérias
cronicas (DRAY e PERKINS, 1993; PESQUERO e BADER, 1998). A expresséo
desse receptor pode ser induzida por les&o tecidual, ou por exposigdo in vivo ou in
vitro a mediadores pré-inflamatérios, como, por exemplo, LPS (MARCEAU, 1995),
citocinas (IL-1p, IL-2 e IL-8) (DEBLOIS et al., 1988; 1989). Além disso, o receptor
B da BK tem sido implicado, principalmente, nas doencas inflamatérias cronicas,
com ou sem reabsorcdo Ossea, induindo, periodontite, artrite reumatdide e
osteomielite (LIUNGGREN e LERNER, 1990), cistite cronica (MARCEAU et al,
1980) e hiperalgesia (CORREA e CALIXTO, 1993, PERKINS et al., 1993; DAVIS
et al., 1994).

Antagonistasv seletivos do receptor B, da BK tém sido desenvolvidos para o
tratamento das doengas de carater inflamatério, principalmente as doencas das
vias aéreas, como a asma bronquica (BURCH et al., 1990; BARNES, 1992a,b;
BURCH e KYLE, 1992). Alguns desses agentes mostraram eficiéncia no controle
dos sintomas, no entanto ndo esta claro se os efeitos s&o antiinflamatdrios. O NPC

567 (antagonista seletivo do receptor B, da BK) demonstrou ser incapaz de inibir o
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efeito da BK nas secregdes nasais, mesmo quando administrado ao mesmo tempo
que a BK (PONGRACIC et al., 1991), isto porque a droga é rapidamente
metabolizada. Ja o Icatibant, também denominado de HOE 140, outro antagonista
seletivo para o receptor B, da BK, de agdo mais potente e duradoura, tendo em
vista ser parcialmente resistente & degradacdo enzimatica (HOCK et al., 1991;
LEMBECK et al.,, 1991, 1992; WIRTH et al., 1991), inibe substancialmente a
broncoconstricdo e o extravasamento plasmatico induzidos pela BK in vivo (WIRTH
et al., 1993; SAKAMOTO et al., 1992), bem como os efeitos induzidos pela BK nas
fibras nervosas sensoriais das vias aéreas (MIURA et al., 1992). Estudos c'Iihicos
com o icatibant sdo limitados, no entanto existem evidéncias mostrando due a
aplicagédo nasal deste antagonista diminuiu a secre¢do nasal induzida por
alergenos em pacientes cdm rinite alérgica (AUSTIN et al.; 1994). Outros estudos
mostram que o icatibant administrado através de nebulizagdes promove uma
melhora das fungdes nas vias aéreas de pacientes asmaticos, sem que, entretanto,
sejam alterados os sintomas da doenga (AKBARY et al., 1996). Antagonistas nao
 peptidicos também tém sido desenvolvidos, como, por exerﬁplo, o WIN 64338, que
demonstrou bloquear a broncoconstri¢&o in vitro induzida pela BK (SCHERRER et
al., 1995). Alem disso, outros antagonistas ndo peptidicos como o NPC 18884 e o
FR 167344, vém‘ sendo desenvolvidos, no entanto, este ultimo mostrou-se menos
potente que os anteriormente mencionados (INAMURA et al., 1997; SALEH et al.,

1998).
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1.4.3 OXIDO NIiTRICO

A vasodilatagdo que ocorre nas fases iniciais do processo inflamatério,
induzida por diferentes agentes, incluindo BK, histamina, SP, serotonina e
trombina, € dependente da libera§éo do fator relaxante derivado do endotélio, o
NO (PALMER et al.,, 1987). O NO enddégeno possui um papel importante na
regulacdo de diversas atividades fisioldgicas, incluindo o relaxaménto vascular, a
inibicdo da agregacdo plaquetéria, a neurotrasmiSséo, as atividades anti-
rhicrobiana e anti-tumoral dos macréfagos, entre outras (PALMER et al., 1987;
MONCADA et al., 1991; PALACIOS et al., 1989; IANARO et al., 1994; WARD et
al., 1995a; SALVEMINI et al., 1995). |

O NO é um gas derivado do metabolismo da L-arginina pela agdo da enzima
oxido m’frico sintase (NOS). O NO gerado difunde-se pelas células e ativa a
guanilato ciclase soluvel, resultando na formagédo do monofosfato ciclico de 3’, 5'-
guanosina (GMPc). Na musculatura lisa, o GMPc causa relaxamento (WARD et al.,
1995a). Outros efeitos do NO, entretanto, sdo decorrentes da acéo citotéxica de
alguns de seus metabdlitos, como, por exemplo, o peroxinitrito e os nitrosotiois
(BARNES, 1996a,b). |

Sé&o descritas 3 isoformas da NOS (NATHAN e XIYE, 1994), das quais 2 sdo
constitutivas (NOc) e estéo localizadas no tecido nervoso central (6xido nitrico
sintase neuronal: NOSn ou NOS 1), e a outra, nas células endoteliais (6xido nitrico
sintase endotelial: NOSe ou NOS i) (FORSTEMANN et al., 1993; AUBRY et al.,
1997). Jé, a 6xido nitrico sintase induzida (NOSi ou NOS II) ndo &, em geral,
expressa em condigdes fisioldgicas. }Diversos agentes, como citocinas

inflamatérias, oxidantes e endotoxinas de bactérias Gram-negativas, induzem a
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sua expressao em diferentes tipos celulares como os macréfagos (MARLETTA et
al., 1988, STUEHR et al, 1989; MORRIS e BILLIAR, 1994), os neutréfilos
(MCCALL et al., 1991; KOLLS et al., 1994; WANIKIAT et al., 1997; EISERICH et
al., 1998), os mononucleares (SALVEMINI et al., 1989), os eosindfilos e as células
da musculatura lisa vascular (BUSSE e MULSCH, 1990; GROSS e LEVI, 1992;
GUO et al., 1995). Essa énzima év pouco dependenté de célcio (Ca*?). A
expressdo da NOSi resuita na geracdo de quantidades muito maiores de NO, em
comparacgdo com aquelas produzidas pela NOc.

A NOSi esta envolvida na fisiopatologia das doencas inflamatérias, como a
sepsis (KILBOURN et al., 1990; PETROS et al., 1991; AVONTUUR et al.,1998), a
artrite reumatdide (FARRELL et al., 1992; STEFANOVIC-RACIC et al., 1994;
HILLIQUIN et al., 1997, MYIASAKA e HIRATA, 1997; CLAIR, 1998; JANG e
MURELL, 1998), a glomerulonefrite (JANSEN et al., 1994; WEINBERG et al,,
1994), o diabetes (CORBETT et al., .1993; KLEEMANN et al., 1993), a rejeicdo de
enxertos (GARSIDE et al.,, 1992), as doengas neurolégicas (KOPROWSKY et al.,
1993), as doengas das vias aéreas (GASTON et al., 1994; BARNES et al., 1998;
| BERNAREGG! et al., 1997), e na defesa contra infecgao, entre outras fungdes.

Entre as doengas em que a participacédo do NO tem sido muito estudada
incluem-se a asma bronquica e o choque séptico (BARNES e BELVISI, 1993;
BARNES, 1995; BARNES, 1996a,b; BERNAREGGI! et al., 1997; WOLKOW, 1998).
Estudos imunohistolégicos identificaram a presenca das 3 isoformas da NOS, nas
vias aéreas de humanos (KOBZIK et al., 1993; WARD et al., 1995b; GIAID et al.,
1998). A NOSe esta localizada nas células endoteliais da circulagéo puimonar e

no epitélio. A NOSn foi caracterizada tanto nos nervos colinérgicos como em
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células epiteliais das vias aéreas (FISCHER et al., 1993; ASANO et al., 1994).
Estudos em tecidos de pacientes asmaticos, utilizando técnicas imuno-
histoquimicas identificaram a NOSi nas células epiteliais, nos macréfagos e nos
eosindfilos das vias aéreas (GIAID et al., 1998; HAMID et al., 1993; DEL POZO et
al., 1997). Tais rgsult_ados fbram validados em cuitura de células epiteliais das vias
aéreas humanas. Nas mesmas condi¢ées experimentais, citocinas proé-
inflamatoérias aumentam a liberagdo de NO, bem como a imunorreatividade para a
NOSi e o nivel do RNAm para NOSn (ROBBINS et al., 1994; ASANO et al., 1994,
GUO et al., 1995).

O choque séptico € a principal causa-morte de pacientes internados na
unidade de terapia intensiva. A sindrome clinica do choque séptico é
caracterizada por intensa hipotensdo e, consequentemente, pela faléncia de
multiplos 6rgéos e morte.’ Entre os mediadores envolvidos no choque séptico
destacam-se o NO e seus metabolitos (peroxinitrito), respoﬁséveis pela hipotenséo
severa, pela apoptose celular, pela acidose lactica e pela faléncia dos 6rgéos
(WOLKOW, 1998).

Trabalhos recentes mostraram que a expressdo da NOSi esta associada &
ativagdo prévia do receptor do fator de transcrigdo nuclear NF-Kappa B (NF«B),
envolvido na transcricdo de muitos genes das respostas imunes e inflamatérias
(BARNES e KARIN, 1997). A ativacdo do receptor NF-xB constitui uma etapa
essencial para a transcricdo do gene da NOSi e pode ser ativado por citoci}nas

pré-inflamatérias (XIE et al., 1994).
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1.4.4 CITOCINAS

O sistema imunolégico, bem como as células que participam da defesa do
organismo possuem varias estratégias para destruir microorganismos ou qualquer
antigeno invasor. Dentre os principais mediadores, destacam-se as citocinas, quﬂe
estdo envolvidas no créscimento e diferenciagéo celular, na inflamagdo, na
imunidade e no reparo tecidual, além de outras funcbes (HENDERSON et al,,
1996). As citocinas sao glicoproteinas liberadas localmente ou em nivel sistémico e
consideradas mediadores homeostaticos, razéo pelo qual participam do sistema de
defesa do organismo (HENDERSON et al., 1996).

Pelo menos 200 citocinas ja foram identificadas nos ultimos anos e muitas
delas possuem seus receptores clonados. De forma geral, incluem-se entre elas as
interleucinas, o interferom gamma (IFN), o fator estimulante de colonia de
| macréfagos e granulécitos (GM-CSF), o fator de necrose tumoral alfa e beta (TNFa
e TNFB) e as quimioCinas (GALANAUD, 1997). Dentre as principais células q.ue
produzem citocinas, destacam-se os linfécitos T auxiliares (Cp4+). De acordo com
o tipo de citocinas que liberam, os linfécitos T ainda sdo subdivididos em
populagdes denominadas de TH1 é TH2 (MOSMANN et al., 1986). As células TH1
secretam principalmente IFNy e TNF, enquanto clones de células TH2 produzem
principalmenteblL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (HOWARD et al., 1993a). As células
do tipo TH1 estdo envolvidas no processo inflamatério, enquanto aé do tipo TH2
regulam principélmente a producdo de imunoglobulinas E (IgE), que sdo |
importantes na patogénese das doencgas alérgi_cas (ROMAGNANI, 1994; ABBAS et

al., 1991a; KAY, 1996). Além disso, o balango entre estes dois clones celulares,
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TH1 e TH2, parece ser importante na geragcdo ou corregdo das disfungdes
imunolégicas. A Tabela 1 mostra a liberacdo de citocinas segundo clones de

células T (CD4").

Tabela 1 — Liberag&o de citocinas segundo clones de células T (CD4") adaptado

de HOWARD, et al.,"1993b.

Citocinas TH1 TH2
IL-2 + -
IFNy ++ i,
TNFB ++ -
IL-4 ' - ++
IL-5 : - ++
IL-9 - ++
IL-10 , - ++
TNFa ++ +
GM-CSF ++ ‘ +
IL-3 ++ _ ++

As interleucinas, bem como o TNFq, estdo em geral envolvidas na indugéo

e na manutengao do processo inflamatério (DINARELLO, 1994). Outras citocinas,
como a IL-10, o fator de crescimento tumoral (TGFB) e o antagonista do receptor
da IL-1 (iL1-RA), possuem papel modulador do processo inflamatério
(HENDERSON e POOLE, 1994), sendo, inclusive, descritos efeitos
antiinflamatorios em alguns modelos (ZUANY-AMORIM et al., 1995; 1997; VAN
DER POLL et al.,, 1995; KUNZ et al., 1997). Assim, de acordo com suas funcgdes
biolégicas, contribuem tant‘o para a perpetuagdo como para a resolugdo do
processo inflamatério (GALANAUD, 1997). A Tabela 2 mostra a classificacéo das

citocinas tomando-se por base sua fungdo biolégica.



INTRODUCAO 27

Tabela 2- Classificagdo das citocinas de acordo com a fungéo biolégica adaptada

de GALANAUD, 1997.

Resposta Inflamagcdo e  Atividade Hematopoiese Quimiotaxia
Imunolégica Reparo Anti-viral

Tecidual
IL-1 (e B) IL-1 (e e B) IFNs tipo | GM-CSF Quimiocinas
IL-2 TNF (e B) IFNs-o M-CSF iL-8
IL-4 IFN-B8 G-CSF IP-10
IL-5 IFN-o GRO
IL-6 IL-6 IFNs-t IL-3 PF-4
IL-9 IL-11 IL-5 SDF-1
IL-10 LIF IFN tipo I IL-7 Quimiocinas-B

k-1 , OSM IFN-y MCP-1, -2, -3

IL-12 CNTF MIP-1c e B
IL-13 IL-16 RANTES
IL-14 IL-IRA Eotaxina
IL-15 IL-10 :
IFN-8 TGF-8
TNF (o e B) PDGF

FGF,

FGF,

As principais citocinas do sistema de defesa sdo: IFN: interferon; TNF: fator
de necrose tumoral, IL1-RA: antagonista natural do receptor da IL-1; LIF: fator
inibitério leucémico; OSM: oncostatina M; CNTF: fator neurotréfico ciliar; PDGF:
fator de crescimento derivado de plaquetas; FGF,: fator de crescimento acido do
fibroblasto; FGFy,: fator de crescimento basico do fibroblasto; TGF: fator de
crescimento tumoral, GM-CSF: fator estimulante' de coldnia de macréfagos e
granulécitos; M-CSF: fator estimulante de colonia de macréfago; G-CSF: fator
estimulante de coldnia de granulécitos; IP: proteina induzida pelo interferon; GRO:
fator relacionado ao crescimento; PF: fator plaquetario; SDF: fator derivado do

estroma; MCP: proteina quimiotatica de monécitos; MIP: proteina inflamatéria de



INTRODUCAO ' 28

macréfago; RANTES: proteinas reguladas, expressadas e secretadas na ativagéo

normal de células T.

1.4.4.1 RECEPTORES DAS CITOCINAS

Os receptores das citocinas sdo complexos multiproteicos, constituidos por
2 ou 3 cadeias, localizados na membrana celular. A cadeia alfa (o) serve para
ligagdo entre a citocina e seu receptor, sendo responsavel pela afinidade e
especificidade das duas moléculas (DUSANTER-FOURT et al., 1994; KISHIMOTO
et al.,1994), enquanto a cadeia § (eventualmente uma cadeia y) promove o sinal de
transducao.

Os receptores de‘ muitas citocinas tém sido clonados e com base na
homologia em algumas regides, tém sido agrupados em superfamilias
(KISHIMOTO et al., 1994).

Os receptores da superfamilia das citocinas apresentam afinidade e
especificidade para a IL-2, IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-12 e para o GM-CSF. Cada
receptor € um heterodimero, e possui uma regido extracelular contendo dominios
ligados a fibronectina do tipo Il e outro semelhante a estrutura das
imunoglobulinas (BARNES et al., 1998).

Nas células, a IL-1 interage com, pelo menos, dois tipos de receptores
(I e ll). O receptor | & encontrado principalmente em linfécitos T e em
fibroblastos, enquanto o |l € expresso em linfocitos B, mondcitos e neutrofilos.
No entanto, trabalhos tém demonstrado a presenga do receptor tipo | nos

neutréfilos e nas células endoteliais (BRANDOLINI et al., 1995; MATSUKAWA
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et al., 1995). Tem sido também demonstrado que a IL-1 age preferenciaimente
via receptor tipo | e que o receptor do tipo Il ou do antagonista do IL1-RA séo
inibitérios (BROOKS e MIZEL, 1994). Outros estudos demonstram que tanto o
TNFa como a IL-1B s@o capazes de liberar IL-6, promovendo a regulacédo e a
ativacéo da resposta inflamatéria (SIRON!I et al., 1989).

Outro grupo s@o os receptores da superfamilia das imunoglobulinas, que
apresentam na regifo extracelular um dominio para as imunoglobulinas. Esses
receptores incluem as citocinas do tipo IL-1, IL-6, PDGF, é GM-CSF.

Os receptores ligados a proteinas quinases possuem dominio extracelular,
transmembréanico, intracelular e dominio catalitico. Neste ultimo ha um sitio
catalitico relacionado com a ativagéo da tirosina quinase. Tais receptores incluem
os receptores para fatores de crescimento, como: PDGF FGFa, e FGFb (BARNES
et al., 1998).

Os receptores. da superfamilia do interferon possuem um Unico dominio
transmembranico (receptores para IFNy e IL-10) ou duas regides homoblogas
extracelulares (receptores para IFNa/f), onde. ocorre - fo}sforilagéo proteica e
ativagéo de proteinas tirosinas-quinases. (BARNES et al., 1998).

Os receptores para os fatores de crescimento do nervo sdo caracterizados por
apresentarem 3 ou 4 residuos de cisteina situados na regido extracelular. O
mecanismo de transdug&o ainda néo foi elucidado (BARNES et al., 1998).

Os receptores ligados a proteinas G incluem os receptores das qvuimiocinas,
possuem 3 dominios extracelulares, 7 dominios transmembranicos e 3 dominios

intracelulares, além de uma cabe¢a N-terminal extracelular e 1 cauda C-terminal
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intracelular. Quando ativados, esses receptores induzem a hidrélise do fosfato de

inositol e ativam proteinas quinases e canais idnicos (BARNES et al., 1998).

1.4.4.2 CITOCINAS E A RESPOSTA INFLAMATORIA

Diversos s@o os estimulos para a liberacdo das citocinas, e incluem
infeccdo bacteriana, viroses, parasitoses, micoses, tumores, traumas (intervencéo
cirdrgica), estimulos fisicos (queimaduras, irradiagdes), necrose tecidual (infarto),
respostas imunoldgicas (doenga auto-imune, rejeicdo de enxerto), entre outros. As
citocinas parecem ampliar e perpetuar a resposta inflamatéria e podem ser
importantes na severidade da doenga e na resisténcia a terapia antiinﬂamatéria em
algumas doengas como a asma (BARNES, 1992a; KRISHNASWAMY ét al., 1993;
PARK et al., 1994; BARNES, 1996a).

As citocinas promovem a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios do tipo
LTs, PGs, PAF-acéter, proteases e radicais livres (ERTEL et al., 1991 BOUE, _
1997; KIM et al., 1998), bem como induzem a expressdo de moléculas de adesao
em fibroblastos e nas células endote_liais. A producéo hepatica de proteinas de
- fase aguda durante a respdsta inflamatéria € estimulada com a liberagdo da IL-1
e da IL-6 (DINARELLO et al., 1991; GALNAUD, 1997).

Vérias citocinas tém sido alvo de estudos clinicos, ndo s6 para o diagnéstico
de diversas patologias, mas também no tratamento de doencas, principalmente de
carater inflamatério, como, por exemplo, a asma bronquica, a psoriase, as
doencas alérgicas, além do cancer e de doengas auto-imunes (KRISHNASWAMY

et al., 1993; YAMAGUCHI et al., 1995; GALANAUD, 1997). A Tabela 3 resume o
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possivel potencial clinico de algumas citocinas humanas, tanto no diagnéstico

como no tratamento de diversas patologias.

Tabela 3- O possivel potencial clinico de citocinas humanas no diagnéstico e no

tratamento de diversas patologias adaptado de MAINI et al.,1993; GALANAUD,

1997:
CITOCINAS POSSIVEL USO CLINICO

Antagonista do receptor da IL-1 Antiinflamatério na artrite reumatica
iL-10 Cancer

Linfomas n&o Hodgkin

Mieloma multiplo

Melanoma Ovariano
IL-11 - Cancer de mama
IL-12 Cancer

SIDA
IL-13 Antiinflamatério

_ SIDA

IL-14 Linfomas

MCP-1 Aterosclerose
' Fibrose pulmonar
Artrite reumatoide
Psoriase
Asma
Gengivite cronica
Cancer

Dentre as citocinas conhecidas pelos seus efeitos pré-inflamatorios
destacam-se a IL-13, o TNFa e a IL-8.

Estudos de biologia molecular revelam que a interleucina-1 (IL-1) € uma
citocina inflamatoria composta. por duas isoformas (IL-1a. e 1L-1B8), que
apresentam homologia entre os aminoacidos de aproximadamente 40% e
aparentemente se ligam ao mesmo receptor (LOMEDICO et al., 1984). Esta

citocina € liberada por diferentes tipos celulares (SUTTLES et al., 1990 a, b),
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principalmente macréfagos, em resposta a infeccdo, toxinas microbianas,
agentes inflamatdrios, produtos derivados dos linfécitos, componentes do
sistema complemento (DINARELLO, 1988a, b; DINARELLO et al., 1989). Além
disso, a IL-1 medeia diferentes efeitos inflamatérios (DIVNARELLO, 1988a, b)
como recrutamento de leucécitos, principalmente de  polimorfonucleares,
durante o processo inflamatério (KAMPSCHMIDT e PULLIAM, 1978; BECK et
al., 1986), induz a liberagdo de pirégenos endégenos (DINARELLO, 1984a, b),
promove a liberacdo de outros mediadores inflamatérios (SUBRAMANIAN e
BRAY, 1987; BUSSOLINO et al., 1988), diminui os linfécitos circulantes,
induz febre (DINARELLO, 1984a,b; ULICH et al.,, 1987, 1989), além de
estimular varias células que liberam outras citocinas como a IL-6 (SIRONI et
al., 1989) e a IL-8 (MATSUSHIMA et al., 1988). Em resposta a carragenina,
parece que células iocais liberam pequenas quantidades de IL-1B capazes de
induzir a liberacédo de citocinas secundarias, que por sua vez, liberam outros
mediadores, como por exemplo, metabdlitos do AA, que agem
sinergisticamente com outras citocinas, principalmente o TNFa, (DOZEN et al.,
1989) promovendo também a quimiotaxia de mais leucécitos para a cavidade
pieural, amplificando assim a resposta inflamatéria. Outros estudos
demonstram que as mesmas células que participam do processo inflamatério
podem liberar inibidores da IL-1 promovendo regulagdo do processo
inflamatério (TIKU et al., 1986; UTSUNOMIYA et al.,, 1991; HANNUM et al.,

1990). Estes autores demonstraram ainda que na pleurisia induzida pela
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carragenina, em ratos ocorre aumento da IL-18 2 a 4 h depois, havendo
diminuigdo significativa 5 h apdés a administragédo do agente flogistico.

O TNFa, outra citocina conhecida por seus efeitos pré-inflamatérios, é o
principal mediador da resbosté sistémica a éépsi; ou _Ieséc; teci;jﬁal (MAI_?KS et al.,
1990; SUTER et al., 1992; VASSALLI, 1992). Esta citocina participa da resposta
imune e inflamatéria em resposta a invasdo microbiana, no puiméo (VASSALI,
1992; BEUTLER e GRAU, 1993; STRIETER e KUNKEL, 1994; SMITH et al., 1998;
SKERRETT et al, 1999). Além disso, o TNFa também esta envolvido’ na
patogénese da artrite reumatoide (KOLLIAS, 1993), na sindrome da angustia
respiratoria (SARA) (SUTER et al., 1992; SHANLEY et al., 1995), entre outras. O
TNFa € liberado por diferentes tipos celulares, sendo os macréfagos e linfécitos T,
sua principal fonte de liberacdo (MOHLER et al., 1993). Esta citocina estimula no
endotélio a expressédo de moléculas de adesdo do tipo E-selectinas e integrinas,
promove a liberagdo de agentes quimiotaticos e aumenta a atividade fagocitica de
macréfagos, no pulmao (SMITH et al., 1998). O papel deéta citocina, no ‘pulméo
ndo estd completamente esclarecido. Estudos realizados por DENIS et al,
(1991é,b) tém demonstrado que a liberacdo do TNFa decorrente a infecgdo

pulmonar por Micropolyspora faeni agrava o quadro da pneumonia, em
| i:amundongos. Além disso, esta citocina aumenta o influxo de polimorfonucleares
em modelos de inflamagdo puimonar, em camundongos (BURET et al., 1994;
GOSSELIN et al., 1995; KOLLS et al., 1994; LAICHALK et al., 1996; SONODA et

al., 1997).
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A |L-8, também considerada uma citocina pré-inflamatéria, é liberada pelos
mondcitos/macréfagos (YOSHIMURA et al., 1987), pelos eosindfilos (YOUSEF! et
al., 1995), pelas células epiteliais das vias aéreas (NAKAMURA et al,, 1991;
KWON et al.,, 1994), pelas células endoteliais (STRITER et al., 1989), pelos
polimorfonucleares (CASSATELA. 1995, ADMAS e LLOYD et al., 1997) entre
outras. Em pacientes asmaticos, apés infecgdo viral ou em pacientes com
doengas inflamatérias cronicas, a IL-8 promove a quimiotaxia tanto de células
polimorfonucleares como de mononucleares (BeaubiEn et al., 1990; RIBEIRO et
al., 1991; CarrE et al. 1991; SEITZ et al., 1991; 1991; Boylan et al.,, 1994; Miller et
al., 1992; GODBEY et al.. 1993; MILLER e IDELL, 1990; Richman-Eisenstat et al.,
1993, Broaddus e HEBERT., 1997; TERAN et al., 1997; VAN DEN HEUVEL et a(.,
1998) e 0 aumento da permeabilidade vascular (FUKUMOTO et al., 1998). Além
disso, a IL-8 tem sido implicada em outras patologias como fibrose pulmonar,
sindrome da angustia respiratéria (SARA), bronquite cronica (Carre et al., 1991;
Broaddus et al., 1992; Miller et al., 1992; Richman-Eisenstat et al., 1993), entre
outras. A IL-8 pode também ser liberada ndo somente em resposta a um processo
inflamatdrio, mas por macréfagos, que liberam outras citocinas, amplificando a
resposta inflamatéria (STANDIFORD et al,, 1990). Outros estudos demonstram
que existe uma correlagdo positiva entre os niveis de IL-8 e da mieloperoxidase na
severidade dos sintomas respiratorios nas vias aéreas de humanos, apdés uma
infeccdo virai (PEVERI et al., 1988). Além disso, a IL-8 é capaz de estimular a
desgranulagéo de neutréfilos, promovendo  a liberagdo de radicais livres (PEVERI

et al., 1988), e a sintese de leucotrienos (SCHRODER, 1989). Acredita-se que esta
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quemocina é também capaz de regular o influxo de neutréfilos, in vivo (TERAN et
al., 1997).

A IL-6 é uma citocina liberada por diversos tipos celulares, incluindo
fibroblastos, células endoteliais, queratinécitos, mondcitos, células T, mastocitos e
células de origem neuronal (STEIN e SUTHERLAND, 1998). E a principal citocina
envolvida na indugdo de proteinas de fase aguda, pelo figado (XING et al., 1998).
Jaa IL-10, em camundongos, pode ser liberada por clones de células TH1 e TH2,
mondcitos, macrofagos, queratinécitos e células B CD25 positivas (HOWARD et
al., 1992;' O'GARRA et al.,, 1992). Esta citocina é considerada uma citocina
pleiotrépica tendo em vista seu efeito biolégico multiplo, incluindo a inibicdo de
c.itocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-183, IL-8 e GM-CSF, MIP-1, MIP-2 liberadas
por macréfagos (FIORENTINO et al.,, 1991; DE WAAL MALEYT et al,, 1991;
BOGDAN et al, 1991, 1992, OSWALD et al., 1992; STANDIFORD et al., 1995,
1996; SCHOLZ, 1996). A IL-10 também regula a expressdo do IL-IRA liberada
pelos monécitos (DE WAAL MALEFYT et al. 1992; WANG et al., 1994).

Na clinica, tem sido observado aumento das concentracées de IL-10 novsoro
de pacientes com artrite reumatdide quando comparados aos pacientes normais.
Neste caso, a IL-10 tem mostrado agir como uma citocina do tipo antiinflamatéria

(CUSH et al., 1995; SCHREIBER et al. 1995; 1998).

1.4.5 PARTICIPAGAO DO NF-KAPPA B NA INFLAMACAO
Os fatores de transcricdo sdo proteinas que se ligam ao &cido

deoxiribonucleico (DNA) celular, promovendo a regulagdo da expressido de



INTRODUGAO 36

genes envolvidos nas respostas imunes, inflamatérias ou de enzimas
relacionadas com a sintese de mediadores inflamatérios. Dentre esses fatores
de transcricdo, incluem-se o fator kB (NF-xB) e a proteina ativadora tipo 1
(AP-1). O NF-xB tem sido alvb de muitos estudos, tendo em vista seu papel
central na regulagcdo da expressdo de genes que codificam citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesdo, proteinas de fase
aguda, bem corﬁo o seu envolvimento em diversas doengas inflamatorias
cronicas e na rejeicdo de enxertos (BARNES, 1997; BURCKART et al., 1998;
LEE e BURCKART, 1998; CHEN et al., 1999). A regulagdo e o controle da
ativagcdo do fator NF-kB pode ser, portanto, a chave na estratégia terapéutica
reduzindo a lesdo e a liberagdo de mediadores inflamatérios (BOHRER e
NAWROTH. 1998, CHEN et al., 1999).

Muitos dos genes responsaveis pela sintese das citocinas pré-inflamatérias,
TNFa (MULLER et al., 1993; REINECKER et al., 1994; BEUTLER e VAN
HUFFEL., 1994), IL18 (STEVENS, et al., 1992; PULLMAN et al., 1992; ANDUS et
al., 1995), IL-6 (KISHIMOTO et al., 1995; KUSUGAMI et al., 1995), IL-8 (ANDUS et
al., 1995; BAGGIOLINI et al., 1994), fator estimulante de colénia de macréfago (M-
CSF), fator estimulante de colénia de macréfagos e granulécitos (GM-CSF)
(MULLER et al., 1993), proteina quimiotatica de monécitos (MCP) (BAEUERLE e
HEN.KEL., 1994), NOS;i, além da molécula de adeséo vascular (VCAMS) (NEISH
et al,, 1992; IADEMARCO et al, 1992) e da molécula de adesé&o intercelular

(ICAM-1) (BAEUERLE et al.,, 1991), possuem sitios de ligacdo para o NF-«B.

Dessa forma, parece que o fator NF-xB esta envolvido na regulagéo transcripcional
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das citocinas, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, entre outras (LEONARDO et al., 1989;
KUNSCH e ROSENI,, 1990; SHAKHOV ét al., 1990; BALDWIN, 1996). Por outro
lado, aigumas citocinas, como o TNFo e a IL-1p, s&o capazes de ativar também o
fator NF-xB (GRILLI et al., 1993; BAEUERLE e HENKEL., 1994) ocorrendo assim,
uma ampilificagéo da resposta inflamatéria (HISCOTT et al., 1993).

Os primeiros estudos 'acercavdo NF-xB datam de 1986, quando foi
descrito ij fator nuclear necessario para a transcricdo da cadeia leve Kappa
das imunoglobulinas (SEM e BALTIMORE, 1986). O fator NF-xB é o nome
genérico de um dos fatores de transcrigéo caracterizado em diversos tipos
celulares de origem mesenquimal, incluindo linfécitos, macréfagos e
fibroblaétos (BAEUERLE, 1991; KAWAI et al.,, 1995; GHOSH et al., 1998). A
analise cristalografica, bem como estudos de biologia molecular, idehtificaram,
em mamiferos, pelo menos 5 familias: NF-xB;, NF-xB,, RelA, Rei B e a c-Rel
(BALDWIN, 1996). Os fatores de | transcricdo NF-xB séo compbstos,
geralmente, por diferentes proteinas, formando um compiexo heterodimero,
como, por exemplo, as proteinas p50 e p65, que formam a familia RelA. Esse
heterodimero estd localizado no citoplasma celular (GRILLI, et al., 1993;
BAEUERTE e HENKEL, 1994). |

O NF~«B, quando estimuiado, age como um. elemento regulador de
..transcrigéo (BALDWIN, 1996). O NF«B é encontrado, na forma inativa, no
citoplasma da maioria das células, onde estd associado a protefnas inibitorias
denominadas proteinas inibitérias do kB (1xB) (MANIATIS, 1997; GHOSH et al.,

1998). LPS, citocinas inflamatérias (TNF ou IL-1), irradiagdo ultra-violeta (UV),
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oxidantes, agentes patégenos (infecgdo viral ou a expressido de produtos génicos
de origem virai), bem como estimulos fisioldgicos e nao-fisiolégicos promovem a
ativacdo do receptor NFxB (SHAKHOV et al, 1990; ADCOCK et al., 1994,
DUMONT et al., 1998).

Apds o estirhulo, ocorre inicialmente a fosforilagdo (através de IxB-
guinases), seguida pela Iiberagéd, a degradég:éo proteolitica do heterodimero e,
finalmente, a translocag@o do complexo NF-«B para o nicleo. No nucleo, o dimero
NF-«xB ativado interage com elementos regulatérios do NF-«B, promovendo
alteragcbes nas funcdes celulares (B.ALDWIN, 1996; MANIATIS, 1997; WORONICZ
et al., 1997; GHOSH et al_., 1998; ROGLER et al.,‘ 1998).

Estudos mostram que o NF-xB é constitutivamente ativo em diversos
tipos celulares (células B, timdcitos, neurdnios) (BALDWIN, 1996) e é também
um componente importante na inducdo da expressado de diversas proteinas,
incluindo citocinas, proteinas de fase aguda e moléculas de adesédo celular
(GRILLI, et al., 1993; KOPP e GHOSH, 1995; BALDWIN, 1996).

A ativagdo inadequada do NF-«xB tem sido implicada no desenvolvimento
de vdoengas inflamatérias crénicas, incluindo as de origem auto-imune, como a
artrite reumatdide e o lupus eritematoso sistémico, além da asma ou de situagdes
agudas como o choque séptico, a fibrose pulmonar, a glomerulonefrite, a
aterosclerose, a sindrome da imunodeficiéncia humana (SIDA), a oncogénese
(BAEUERLE, 1991; KAWAI et al., 1995; BALDWIN, 1996). E interessante ressaltar
que, na artride reumatdide, o NF-xB é capaz de induzir a expressdo de genes

relacionados & esta doenca, é também ativado no tecido sinovial comprometido, e
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a terapia utilizada, a predinisona e os sais de ouro, tem efeito inibitdrio sobre o
fator NF«B (BAEUERLE, 1991, KAWAI et al, 1995, BALDWIN, 1996). Ao
contrario, a inibicdo completa ou persistente do fator de transcrigdo nuclear NF-«B
tem sido associada a apoptose e ao desenvolvimento inadequado de células do
sistema imunolégico (CHEN et al., 1999). Finalmente, muitos inibidores endégenos
do NF-xB, como, por exemplo, a IL-10 (BARNES, 1997) podem ser uteis no
tratamento das doencas inflamatérias cronicas.

Avancos no conhecimento do mecanismo de sinalizagdo que controla a
ativacédo do NF«B e o desenvolvimento de inibidores especificos representam
uma importante etapa paré o entendimento da resposta imune ‘e inflamatéria,
sendo a inibicdo do NF-xB funcionalmente importante, bem como terapia para o
tratamento adequado de diversas doengas em que ocorre a desregulagéo desse
fator de transcricdo nuclear (BALDWIN, 1.996; LEE e BURCKART, 1998;: MAY,

1998).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

A proposta do presente trabalho foi avaliar alguns dos mecanismos que
regulam as respostas inflamatérias local (cavidade pleural) e sistémica (sangue,
pulméo e baco), utilizando o modelo da pleurisi‘a induzida pela carragenina, em

camundongos.

2.2 Objetivos especificos’

2.2.1 Naresposta inflamatéria da cavidade pleufal

1- Avaliar a participagcdo da mieloperoxidase e do 6éxido nitrico no modelo
experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos. Para. este
fim, foi avaliado o perfil temporal (1-100 h) das concentragdes de nitrito/nitrato e
de mieloperoxidase no exsudato pleural. A‘ particip_agéo_ de mediadores
inflamatérios que estimulam a sintese do 6xido nitrico foi também analisada,
indiretamente, empregando-se diferentes 'drogas gque interferem na ag¢do ou na
sintese da bradicinina, da histaminé, dé interleucina-1 (IL-1) e dos prostandides.

Estes dados resultaram na seguinte publicagao:

FRODE-SALEH, TS; CALIXTO, JB; MEDEIROS, YS. Effects of anti-inflammatory
drugs upon nitrate and myeloperoxidase levels in the mouse pleurisy induced by

carrageenan. Peptides, 20: 949-956, 1999.
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2- Analisar a participagdo do recéptor B, da bradicinina, utilizando antagonistas
seletivos peptidicos (HOE 140, NPC 17731) e nao peptndlco (NPC 18884) do

receptor B, da bradicinina. Estes dados resultaram na seguinte publlcagao

SALEH, TS; VIANNA, RM; -CRECZYNSKlfsPASA, T8, CHAKRAVARTY, S;
MAVUNKEL, BJK; CALIXTO, JB. Oral anti-inflammatory action of NPC 18884, a

novel bradykinin B; receptor antagonist. Eur. J. Pharmacol. 363:179-187, 1998.

3- Investigar se citocinas do tipo pré ou antinflamatérias exercem alguma
modulac&o na primeira (4 h) e/ou segunda (48 h) fases da resposta inflamatéria
induzida pela carragenina na cavidade pleural de camundongos. Para este fim, foi
utilizado 'citocinas-recombinantes do tipo: TNFa, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10,
antagonista do receptor da IL-1 (IL1-RA), bem comb anticorst-poIicIonais: anti-

TNFa, anti-IL-18, anti-IL-6, anti-IL-8.

SALEH, T: SOUZA, GEP: CALIXTO, JB. The modulatory role of pro-inflammatory
cytokines in the mouse model of pleurisy induced by carrageenan (submétido a

publicagdo).

4- Avaliar a participagéo do fator de transcrigdo nuclear NF-Kappa B (NF«B), no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina (4 e 48 h), em camundongos, com o

auxilio de inibidores desse fator (PDTC e sulfasalazina).
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SALEH, TS, CALIXTO, JB. Synergistic anti-inflammatory effect of NF-xB inhibitors
and steroidal or non steroidal anti-inflammatory drugs in the pleural inflammation

induced by carrageenan in mice (in press).

5 - Avaliar as possiveis alteracdes na expressdo de moléculas de adesdo do tipo
integrinas (CD11a, CD18) nos . leucdcitos da cavidade pleural de camundongos

com pleurisia induzida pela carragenina.

2.2.2 Na resposta inflamatoéria sistémica
1- Determinar se a resposta inflamatéria pleural induzida pela carragenina também

esta associada com exsudagdo pulmonar ou esplénica.

2- Avaliar as possiveis alteragbes, na expressdo antigénica de marcadores
leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) no sangue total, no pulméo e no

bacgo de animais onde a pleurisia foi induzida pela carragenina.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos, 2 meses de idade de ambos
os sexos, pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em
ambiente com ciclo claro-escuro controlado de 12 h, em gaiolas de plastico, com

livre acesso a agua e a comida.

3.2 MODELO DE INFLAMAGAO UTILIZADO
3.2.1 Pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos

Os experimentos foram realizados de. acordo com os procedimentos descritos
previamente (HENRIQUES et al., 1990; SALEH et al., 1996)

No dia da induc&o da pleurisia, os animais foram levemente anestesiados
com éter et.l’lico e 0,1 ml de solugéo fisiolégica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente
flogistico (diluido em salina 0,9%), foi administrado na cavidade pleural direita
através do espaco intercostal.

De acordo com cada protocolo experimental, ap6s a administragdo do agente
flogistico ou davsolugéo salina estéril, os animais foram sacrificados em diferentes
intervalos de tempo com uma overdose de éter etilico. A seguir, foram fixados em
mesa cirdrgica, em declive de 30 a 45°, sendo feita uma incisdo transversal na
pele e nos musculos abdominais. Em seguida, o apéndice xiféide foi pingado e
através de duas incisdes paralelas ao longo do esterno, os pulmdes e ambas as

cavidades pleurais foram expostos. Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada
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com 1 mi de solugdo salina tamponada (PBS-pH 7,6) e heparinizada (20 Ul/ml).
Aliquotas do lavado pleural foram coletadas com auxilio de pipetas automaticas
para a quantificacdo dos numeros total e diferencial de células.

De acordo com o protocolo experimental, uma hora antes dos
experimentos, grupos de animais foram tratados com solu¢cdo de azul de Evans
(25 mg/kg, 0,2 mi/ animal, i.v.), para posterior determinagéo indireta do grau de
exsudacéo na cavidade pleural (HENRIQUES et al.,, 1990; HENRIQUES, 1993;
SALEH et al., 1996). Utilizando o mesmo protocolo experimental, as possiveis
variagdes sobre os indices de permeabilidade vascular, no pulmé&o, no coragéo,

bacgo e nos rins foram também estudados.

3.2.2 Pleurisia induzida pela bradicinina, pela desArg’-BK, pela histamina e
pela substancia P, em camundongos

Os experimentos realizados estdo de acordo com protocolos descritos
previamente (SALEH et al., 1997; 1998; VIANNA e CALIXTO, 1998).

No dia da indugéo da pleurisia, os animais foram levemente anestesiadbs
com éter etilico e 0,1 ml de solugéo fisiologica estérii (0,9%) ou do agente
flogistico (bradicinina (10 nmol/cav.), desArg®-BK (30 nmol/cav.), histamina (0,9
nmol/cav.) ou substancia P (20 nmol/cav.), todos diluidos em salina 0,9%, foi
administrado na cavidade pleural direita através do espaco intercostal. |

Com a finalidade de minimizar a degradac&o das cininas durante a pleurisia
induzida pela bradicinina ou desArgg-BK, todos os animais foram tratados
previamente com captopril (inibidor da cininase Ii, 5 mg/kg, i.p., 30 min) (CORREA

e CALIXTO, 1993). De acordo com cada protocolo experimental, os animais foram
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sacrificados, segundo a metodologia descrita anteriormente, em diferentes
periodos de tempo.

Para cada série de experimentos, foi determinado o grau de exsudagéo e a
quantificagdo do numero total e diferencial de células da cavidade pleural,

segundo protocolo descrito para a pleurisia induzida pela carragenina.

3.3 TECNICAS UTILIZADAS

3.3.1 Determinac¢do do exsudato na cavidade pleural

Nos animais submetidos a pleurisia induzida pela carragenina, apds a
Iavagém das cavidades pleurais com solugdo PBS, uma aliquota (500 pl) foi
separada e congelada em freezer (-20°C) para posterior determinagdo dos niveis
de azul dve Evans. No dia dos experimentos, amostras de um mesmo protocolo
experimental foram descongeladas a temperatura ambiente e as concentragbes do
corante foram determinadas em espectrofotdmetro (Campu-Espectro, Brasil), por
leitura da densidade 6tica, em comprimento de onda 600 nm. Para tal, curvas-
padrdo com concentracdes previamente conhecidas do corante (0,01-50 pg/ml)
também tiveram suas densidades 6ticas determinadas, com auxilio da equagéo da

reta. Os valores das concentragdes de azul de Evans foram expressos em ug/mi.

3.3.2 Determinac¢do da permeabilidade vascular em tecidos
Para avaliar a permeabilidade vascular de diferentes o6rgdos, inicialmente
foram determinados os seus respectivos pesos (pulméo, coragdo, bago e rim) em

gramas. Apés repetidas lavagens, em solugdo PBS e remocdo dos tecidos
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adjacentes, os tecidos foram cortados em fatias e transferidos para tubo de ensaio
contendo 2 ml de solugéo de formamida. As amostras foram incubadas em banho-
maria (45°C) durante 72 h para posterior quantificacdo dos niveis de azul de
Evans. Decorridp o periodo de incubagao, os tubos de ensaio foram centrifugados
(10 min, 50 x g) e os sobrenadantes foram transferidos para cubetas para medida
das concentragbes do azul de Evans, que foi realizada segundo a metodologia
descrita no modelo da pleurisia. Os valores das concentra¢des de azul de Evans

foram expressos em pg/g de tecido umido.

3.3.3 Contagem total e difefencial dos leucécitos na cavidade pleural e no
sangue total

No dia dos experimentos, apds sacrificio dos animais e abertura das
cavidades, aliquotas do lavado pleural (200 pl) foram reservadas para a contagem
celular total, em contador de células automatico (Couiter, EU.A), e para a
realizacdo de esfregagos celulares. Apd6s o preparo dos esfregagos em
citocentrifuga (Shandon, E.U.A.), estes foram corados pelo método de May-
Grunwald-Giemsa. A contagem celular diferencial (polimorfonucleares e
mononucleares) foi feita em microscépio éptico comum, com auxilio de objetiva de
imers&o (aumento de 800 vezes), contando-se 100 células por lamina. Em alguns
experimentos, os animais foram levemente anestesiados com éter etilico e as
amostras de sangue total foram coletadas através da puncgdo cardiaca em tubo

contendo anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético: E.D.T.A)).
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3.3.4 Determina¢do da mieloperoxidase nas amostras colhidas do lavado
pleural
e Método quantitativo

Neste grupo de experimentos, os animais n&o foram previamente tratados com
o corante azul de Evans. Imediatamente apds a morte dos animais, amostras do
lavado pleural de camundongos-controle (injetados com solugdo salina 0,9%) ou
tratados com carragenina (1%) foram coletadas e imediatamente processadas
para a quantificagéo das concentragdes de mieloperoxidase. Volumes de 40 ul do
lavado ou do padréb (mieloperoxidase de neutréfilos humanos (Sigma M-6908):
0,7-140 mU/ml) foram transferidos para cubetas e a reagdo bioquimica iniciada
com a adicdo de 360 pl de meio tampé&o (0,167 mg/ml de o-dianisidina 2HCI e
0,0005% de H>0, (RAO et al., 1993). Apés 15 min de incubagéo, a temperatura
ambiente, a reacédo enzimatica foi interrompida com a adigdo de 30 pl de azida
sodica (1%). A seguir, as amostras foram centrifugadas (5.077 Xxg 5min)eo
sobrenadante transferido para cubetas, para posterior leitura das densidades
oticas (450 nm) em espectofotdmetro (Hitachi U-2001-modelo121-0031, E.U.A)).
Curvas-padrdo com concentra¢cdes conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140
mU/ml) também tiveram suas densidades oticas determinadas, permitindo a
quantificagéo dos valores desconhecidos em mU/ml, com o auxilio da equacgéo da
reta. As amostras em que a concentragdo da mieloperoxidase foi superior a 140
mU/ml foram diluidas (2 a 5 vezes) em solugdo PBS e suas concentragées finais
foram adequadamente corrigidas. Os valores abaixo do limite inferior da curva-

padrao foram expressos como 0,7 mU/ml.
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e Método imunohistoquimico

Esfregagos de aliquotas do lavado pleural obtidas de animais-controle ou
tratados com carragenina (1%) foram realizados com auxilio de citocentrifuga
" (Shandon, E.U.A)). Apds secagem & te'mpera-tura émbie"nte, é-étes f;)ram coradgs
segundo a técnica proposta por Graham-Knoll (HAYHOE e FLEMAN, 1995). Para
a realizagcdo da metodologia, inicialmente, os esfregacos foram fixados em etanol
v(5 min). Imediatamente, foi preparada solugéo de benzidina (benzidina: 250 mg e
agua destilada: 20 ml, aquecida em banho-maria, & 100°C por 10 mih e resfriada
a temperatura ambiente). A solugdo resfriada, foi colocada em cubas de Koplin
onde as laminas foram mergulhadas (3 min). A seguir, foi adicionado, a solugdo de
benzidina, 3 gotas de peréxidov de hidrogénio (10 vol) e novamente as laminas
foram incubadas (3 min) na nova solugdo. Posteriormente, as laminas foram
lavadas em agua corrente (10 segundos) e secas a temperatura ambiente. A
seguir, realizou-se uma contra coloragdo utilizando-se corante Giemsa diluido
(1:20) (HAYHOE, 1995). A leitura das laminas foi realizada em microscopio
Optico comum, utilizando-se objetiva de imersédo e aumento de 1000 vezes. A
positividade para a mieloperoxidase é caracterizada pela coloragdo amarelo-ouro,

de aspecto granuloso do citoplasma celular.

3.3.5 Anélise quantitativa do nitrito/nitrato nas amostras colhidas do lavado
pleural

O o6xido nitrico foi quantificado pela formagdo de seus metabdlitos nitrito
(NO2) e nitrato (NO3), utilizando a reagédo de Griess (GREEN et al., 1982). Neste

grupo de experimentos, os animais néo foram previamente tratados com o corante
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azul de Evans. As amostras do lavado da cavidade pleural de camundongos
.tratados com solucao salina, carragenina efou com diferentes drogas foram
coletadas, armazenadas em frascos Eppendorf e estocadas em freezer a —20°C.
No dia dos experimentos, as arhostras fofam descongeladas em tempefatura
ambiente e foram desproteinizadas adicionando-lhes hidréxido de sédio (6 mM)'e
sulfato de zinco (0,6%). A seguir, 250 ul do lavado da cavidade pleural foi diluido
em uma solugéo contendo formato de amoénio (30 pl), fosfato de hidrogénio
dissddico dodecahidratado (30 pl) e suspensdo de Escherichia coli (EC ATCC
25922 (30 pl): diluida (1:10) em tampao PBS. A solugéo foi incubada durante 2 h,
em estufa a 37°C, e a seguir, centrifugada (50 x g, 5 min). Cerca dé 250 ul do
sobrenadante foi transferido para uma cuveta, onde o0 mesmo volume de solugéo
de Griess: fosfato de hidrogénio dissodico dodecahidratado (5% (vol/vol), &cido
sulfanilico (1%) e N-(1-naftil) etilenodiamino) (0,1%) foi adicionado e incubado
durante 10 min, a temperatura ambiente.

A reacéo de NO, com esse reagente produz uma coloragéo résea, que foi
quantificada através da medida das densidades oOticas em espectrofotdmetro
(Hitachi U2001, modelo 121-0031, E.U.A.) em 543 nm. Curvas-padrdo com '
concentrégées previamente conhecidas de NO, (0-150 uM) também tiveram suas
densidades Oticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos valores de

nitrito/nitrato no exsudato, em uM, com auxilio da equag&o da reta.
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3.3.6 Determinacado dos antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25)
no lavado pleural e no sangue total de animais com pleurisia

As amostras do lavado pleural foram lavadas, inicialmente, com solugdo de
PBS mais azida (1%), com a finalidade de retirar o excesso de muco ou outros
ligantes inespecificos que possam interferir eventualmente na reacgdo estudada.
Assim, as amostras (500 ul) foram transferidas para tubos de ensaio, onde foi
adicionado 500 pl de solugdo PBS mais azida (1%) e centrifugadas (5 min, 50 x
g). A seguir, os sobrenadantes foram desprezados e os pellets ressuspensos e
homogeinizados com 1 mi de solugdo PBS. Apds este procedimento, 50 pl de
amostras do sangue total e do lavado pleural foram marcados individualmente
utilizando anticorpos monoclonais de rato anti-camundongo (1 ul) ligados ao
corante isotiocianato de fluoresceina (I.T.C.F.) (CD8, CD11a, CD18, CD25 e
CD45, respectivamente). Nesta etapa dos experimentos, 50 ul de soro de cabra
inativado (56°C, 30 min) e diluido 1/10 (em solugdo PBS), foi utilizado com a
finalidade de remover ligagdes inespecificas adicionais. As amostras foram
incubadas & temperatura ambiente (20 min), ao abrigo da luz. A seguir, solugéo-
lisante para células com ativacdo fluorescente (Optilizé B, 100 pl) foi adicionada e
as amostras incubadas novamente a temperatura ambiente (10 min), sendo
posteriormente adicionado 1 ml de agua destilada. Para cada amostra, foram
analisadas, no minimo, 10° células em separador de células com ativacao
fluorescente (FACScan - fluorescence-activated cell sorter, FACSCalibur, Becton-
Dickinson, E.U.A.), de acordo com a dispersdo de luz frontal e lateral (FALS —

Forward angle Light Scatter sensor) e a intensidade de fluorescéncia utilizando o
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software CellQuest e Paint agate (Becton-Dickinson, E.U.A.). Paralelamente,
isotipos controles para o anticorpo monoclonal ligado ao corante L.T.C.F. foi
utilizado. Os resultados foram expressos em percentual de antigenos leucocitarios

no total de células analisadas.

3.3.7 Determinacdo dos antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25,
CD45) em tecidos de animais com pleurisia

Para andlise dos antigenos Iéucocitérios, as amostras teciduais dos
pulmdes e do bago foram lavadas com solugéo PBS e apés remocdo dos tecidos
adjacentes, pool destes érgéos (n = 3-4 animais)' de cada grupo experimental
foram picotados, com auxilio de l1amina de bisturi e transferidos para tubos de
ensaio de vidro. A seguir, adicionou-se solucdo PBS (500 pl), sendo as amostras
imediatamente homogeinizadas e 2,5 ml da solugao foi utilizada para a separagéo
das células através de gradienté de concentragdo Ficoll-Hypaque (densidade
1077). Assim, em tubo de vidro, contendo 2,5 ml de solugdo Ficoll-Hypaque,
adicionou-se a mésma quantidade (2,5 ml) do homogeinizado. A solugéo foi
centrifugada (50 x g 30 min) e a camada celular foi retirada com auxilio de seringa
de 5 ml e agulha (calibre 22G x 3,5 polegadas) e transferidos para outro tubo de
vidro. Posteriormente, solugdo PBS (500 pl) foi adicionada a camada celular e o
excesso de Ficoll-Hypaque foi removido através de centrifugacdo (50 g x 10 min)
da solugéo. Ap0s esta etapa, os pellets foram ressuspensos em 500 pul de solugédo
PBS. Antiéorpos monoclonais de rato anti-—carhundongo (1 ul) ligados ao corante

I.T.C.F. (CD8, CD11a, CD18, CD25 e CD45, respectivamente) foram adicionados
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a 50 pl das células lavadas e incubados a temperatura ambiente (20 min), ao
abrigo da luz. Para remover ligagbes inespecificas adicionais, as amostras da
suspensao celular foram também simultaneamente incubadas com 50 ul de soro
de cabra inativado (56°C, 30 min), diluido 1:10 em solugdo PBS. Posteriormente,
solugado-lisante para células com ativagdo fluorescente (Optilize_ B, 100 pl) foi
adicionada e as amostras incubadas novamente a temperatura ambiente (10
min), seguido-se da adi¢cdo de 1 ml de agua destilada. Paralelamente, isotipo-
controle para o anticorpo monoclonal associado ao I.T.C.F. foi utilizado. Pr;lra cada
amostra, foram analisadas, no minimo, 10° células em separador de células com
~ ativag&o fluorescente (FACScan - fluorescence-activated cell sorter, FACSCalibur,
Becton-Dickinson, E.U.A.), de acordo com a dispersdo de luz frontal e lateral
(FSC - Forward Light Scater) e a intensidade de quorescéncia utilizando o
programa CellQuest e Paint agate (Becton-Dickinson, E.U.A.). Paralelamente,
isotipos controles para o anticorpo monoclonal ligado ao corante I.T.C.F. foi
utilizado. Os resultados foram expressos em percehtual de antigenos leucocitarios

no total de células analisadas.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.4.1 Determinacdo das concentrac6es da mieloperoxidase e de
nitrito/nitrato no lavado pleural

AS concentr.agéves de mieloperoxidase e dé nitrito/nitrato obtidas do lavado
pleural de animais-controle e tratados com carragenina (1%) em diferentes /

periodos de tempo (1-100 h) foram inicialmente determinados. Paralelamente, a
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participagéo do 6xido nitrico, neste modelo experimental foi também indiretamente
avaliada, utilizando-se agentes inibidores da sintese da Oxido-nitrico-sintase (L-
"NOARG: 1-100 pmol/cav.) na pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. Os animais foram inicialmente (30 min) tratados com L-NOARG (1-
| 100 pmollcav.) e a pleurisia induzida pela carragenina (1%). Os parametros
inflamatérios (exsudag@o e migragdo celular) foram analisados 4 h apds. Em
outros experimentos foi também avaliado o perfil temporal inibitério da L-NOARG
(100 pmol/cav.). Neste protocolo, os animais foram tratados previamente em
diferentes intervalos de tempo (0,5-48 h) e a pleurisia pela carragenina foi

induzida, sendo os parametros inflamatérios analisados 4 h apés.

3.4.2 Efeitos de drogas aniiinflamatérias sobre os niveis da mieioperoxidase
e do nitrito/nitrato

A participagdo de mediadores derivados da via do acido araquidonico,
como também de citocinas do tipo IL-1, bradicinina e histamina, foi também
analisada com éuxilio de diferentes drogas que interferem na agéo ou na sintese
destes agentes. De acordo cofn protocolos descritos na literatura e de testes
realizados previamente no laboratério de inflamacdo da Coordenadoria Especial
de Farmacologia/lUFSC, diferentes grupos de animais forarﬁ tratados previamente
(30 min) com indometacina, meloxicam, nabumetona (inibidores da via da
ciclooxigenase, 5 mg/kg, i.p., 5 mg/kg, v.0. e 50 mg/kg, v.o., respectivamente),
dexametasona (inibidor da sihtese de citocinas, da fosfolipase A;, da expresséo
da enzima NO-sintase e da COX-2, entre outros, O,S mg/kg, i.p.), diacereina

(inibidor do numero de receptores para a IL-1, 50 mg/kg, v.0.), HOE 140 e NPC
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17731 (antagonistas seletivos do receptor B2 da bradicinina, 1 pmol/cav.),
terfenadina (antagonista seietivo do receptor Hy da histamina, 50 mg/kg, i.p.). A
andlise dos parametros estudados foi realizada 4 e 48 h apds a indugdo da
pleurisia pela carragenina (SALEH et al., 1996). ) " '

Em cada grupo de experimentos foram incluidos animais-controle, que
receberam a inje¢do de solugéo salina estéril na cavidade pleural. Esses animais
foram sacrificados nos mesmos intervalos de tempo adotados para os .grupos que
receberam o tratamento com as drogas citadas acima. Quando necessério, o

grupo de animais-controle recebeu apenas inje¢éo intrapleural do veiculo utilizado

para diluir as drogas testadas.

3.4.3 Andlise farmacolégica do efeito ‘de antagonistas peptidicos e néo-
peptidicos do recéptor B. da bradicinina, no modelo da pleurisia induzida
pela carragenina

Os animais foram inicialmente tratadoé (30 min) com antagonistas selétivos
do receptor B, da bradicinina, NPC 17731 e HOE 140. Neste grupo de
experimentos, o NPC 17731 (0,01 -16 pmol/cav.) ou o HOE 140 (0,001-10
pmoi/cav.) foram administrados e os parametros inflamatérios (migragdo celular e
exsudac@o) analisados 4 h apds a indugéo da pleurisia pela carragenina. Em
outros grupos de experimentos, foi também avaliado o perfil temporal do efeito dos
dois antagonistas estudados. Assim, foi escolhida uma dose de cada droga (NPC
17731 e HOE 140, 1 pmol/cav.) e os animais foram tratados previamente em
diferentes intervalos de tempo (30 min-48 h). Os parametros inflamatérios foram

analisados 4 h apos.
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Para confi.rmar os resultados anteriores, foi utilizado um novo antagonista
n&o peptidico seletivo para o receptor B2 da bradicinina, o NPC 18884. Neste
grupo de experimentos, diferentes grupos ‘de animais foram tratados (30 min
antes) com diferentes doses do NPC 18884, administrado pelas vias i.p. (1-300
nmol/kg) e v.o. (100-1200 nmol/kg) e os indices inflamatérios (leucécitos e
exsudacédo) foram analisados 4 h apés a ivndugéo da pleurisia. O perfil temporal
inibitério deste antagonista foi também avaliado, sendo, os animais, previamente
tratados em diferentes intervalos de tempo (30 min-8 h).

A seletividade deste novo antagonista do receptor B> da bradicinina (NPC
18884) foi avaliada comparando-se seus efeitos nos modelos de pleurisia induzida
por esta cinina, pela des-Arg®-BK, pela histamina e pela substancia P.

No primeiro grupo de éxperimentos, a pleurisia foi induzida pela bradicinina
(10 nmol/cav.) (SALEH et al., 1997). Diferentes grupos de animais foram tfatados
com NPC 18884 (10-100 nmol/kg, i.p.) ou (100-600 nmol/kg, v.0.), 30 min antes da |
bradicinina. Os parametros inflamatérios foram avaliados 4 h apds. O perfil
temporal inibitério (30 min a 4 h) desse antagonista, pelas vias i.p. ou oral, foi
também analisado, neste modelo experimental.

Em outro grupo de experimentos, diferentes grupos de animais foram
tratados com o NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p.) ou (600 nmol/kg, v.0.) 30 min antes
da indugdo da pleurisia pela desArg®-BK. Os parametros inflamatérios foram
analisados 1 e 4 h para avaliar a exsudacao e a migragao celular, respectivamente
(VIANNA e CALIXTO, 1998).

Finaimente, o efeito do NPC 18884 foi avaliado na pleurisia induzida pela

histamina (0,9 nmol/cav.) e pela substancia P (20 nmol/cav.), respectivamente.
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Nestes protocolos experimentais, os animais foram tratados previamente (30 min)
com o NPC 18884 (1200 nmol/kg, v.0.) e os parametros inflamatérios foram

analisados 1 e 4 h, reépectivamente.

3.4.4 Andlise da participacdo de citocinas (TNFa, IL-15, IL-6, IL-8, IL-1.0), no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina

Em experimentos preliminares (resultados ndo mostrados), foram testados
diferentes intervalos de tempo, bem como diferentes doses de citoéinas ou
anticorpos-policlonais anti-citocinas para determinar, tanto a melhor dose, como o
periodo adequado de tratamento prévfo. Com base nesses protocolos iniciais, os
periodos de tratamento prévio, tanto das citocinas como dos seus respectivos
anticorpos-policlonais, foram estabelecidos, sendo tais drogas administradas 5 ou
30 min, respectivamente, antes da carragenina (1%/cav.).

No dia dos experimehtos, 0,1 ml de diférentes doses de uma das citocinas-
recombinantes estudadas (TNFa murino: (0,001-50 ng/cav.), IL-1 B_murino (0,01-50
ng/cav.), IL-8 humana (10-100 ng/cav.), IL-6 murino (5-100 ng/cav.), IL-10
humana (5-40 ng/cav.) ou dos respectivos anticorpos-policlonais (anti-TNFo
murino (0,001-100 ng/cav.), anti-IL-1B murino (5-100 ng/cav.), anti-IL-8 humana
(5-100 ngl/cav.), anti-IL-6 murino (0,001-50 ng/cav.), foram administrados, por via
intrapleural, 5 ou 30 min antes da indug&o da pieurisia induzida pela carragenina
(1%). Os parametros inflamatérios (migragdo  celular e exsudagéo) foram
analisados 4 e 48 h apds. A participacdo do receptor da IL-1 neste processo

inflamatdrio foi também estudado. Para este fim, foi administrado, o antagonista
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natural do receptor da IL-1, o IL1-RA (0,1-100 ug/cav., 30 min antes), e os
mesmos parametros inflamatérios foram analisados 4 e 48 h apds a indugao da
pleurisia pela carragenina. |

Grupos de animais-controle receberam o mesmo volume (0,1 ml) da
injecdo intrapleural de solugdo salina estéril e, quando necessario, do veiculo

utilizado para diluir as citocinas ou os respectivos anticorpos-policlonais testados.

3.4.5 Anélise da participacdo do fator de transcricdo nuclear NF-Kappa B,
no modelo da pleurisia induzida pela carragenina
A-) Efeito de inibidores do fator de transcricao nuclear NF-kappa B (PDTC:
pirrolidineditiocarbamato e sulfasalazina)

Neste grupo de experimentos, os animais foram tratados previamente (60
min) com diferentes doses do PDTC (25-200 mg/kg, i.p.) ou da sulfasalaéiha (25-
300 mg/kg, i.p.). Os parametros inflamatérios (exsudagdo e migracéo celular)
foram analisados na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da resposta
inflamatéria induzida pela carragenina. Em outros experimentos, o perfil temporal
inibitério (5-120 min) do PDTC (100 mg/kg, i.p.) ou da sulfasalazina (200 mg/kg,
i.p.), neste modelo experimental de inflamagéo, foi também analisado. Em cada
grupo de experimentos, incluiram-se animais-controle, oé quais foram tratados
com o veiculo utilizado para diluir os agentes inibitorios relatados.

Em relacdo a segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria induzida pela
carragenina, diferentes grupos de animais foram tratados previamente (60 min)

com PDTC (100 e 200 mg/kg, i.p.) ou sulfasalazina (200 e 300 mg/kg, i.p.). Os
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parametros inflamatérios (migracdo celular e exsudacao) foram avaliados 48 h

ap6s a inducgéo da pleurisia.

B-) Efeito da associagdo de doses subliminares de inibidores do fator de
transcrigdo nuclear NF-kappa B (PDTC e sulfasalazina) com drogas
antiinflamatorias |

Os animais foram tratados previamente com uma associagdo de doses
sublimiares de drogas ahtiinﬂamatérias (indometacina 0,5 mg/kg, i.p.; meloxicam
0,5 mg/kg, v.0.; nabumetona 5 mg/kg, v.o.; diacereina 5 mgl/kg, v.0.;
dexametasona 0,05 mg/kg, i.p. e com PDTC (10 mg/kg, i.p.) ou sulfasalazina (10
mg/kg, i.p.). Os tempos de tratamento prévio foram de 90 min e 60 min antes da
carrage‘nina para as drogas antiinflamatérias e para os inibidores do fator de
transcricdo nuclear NF-Kappa B, respectivamente. As doses escolhidas das
drogas utilizadas, isoladamente, ndo apresentaram efeito inibitério sobre os

parametros inflamatorios analisados (exsudagéo e migragéo celular), 4 h apés.

3.4.6 Estudo dos antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25) no
lavado pleural e no sangue total de animais com pleurisia

A expressao de antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45)
nos exsudatos e no sangue total foram estudados com auxilio de marcadores
especificos Iigados ao corante |.T.C.F. Nos experimentos de pleurisia, amostras
do grupo-controle e tratados (Cg 4 e 48 h) foram preparadas segundo protocolo
mencionado anteriormente. As amostras de sangue total foram coletadas por

puncéo cardiaca, em tubo de vidro contendo solugcdo de E.D.T.A.
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3.4.7 Estudo dos antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, VCDZ5, CD45)
em tecidos de animais com pleurisia

Apés inducgéo da. pieurisia pela carragenina (1%) e de acordo com 0
protocolo experimental, os animais foram sacrificados com overdose de éter etilico
e os pulmbes e o bago foram rembvidos e preparados de acordo com a técnica
descrita anteriormente (animais com pieurisia: 4 e 48 h apés a administracdo do

agente flogistico).

3.5 DROGAS

No estudo aqui relatado, utilizaram-se as seguintes drogas: bradicinina,
carragenina lambda (grau IV), dexametasona, terfenadina, indometacina, L-NAME
(N®-nitro-l-arginina metilester), L-NOARG (N®-nitro-L-arginina benzil éster),
benzidina, etanol, o-dianizidina 2HCI (3,3'dimetioxibenzedina), azida sbédica,
Escherichia coli (E.C. ATCC 25922), mieloperoxidase de neutréfilos humanos
(MPO: 20 U/mgv de proteina; 1 unidade de MPO é definida como a atividade da
~ enzima capaz de oxidar 1 umol de peroxido de hidrogénio (H-O2) por minuto a
25°C, anticorpos de rato anti-camundongo ligado ao corante isotiocianato de
fluoresceina (L.T.C.F.): anti-CDS, CD11a,v CD18, CD25 e CD45,
pirrolidinoditiocarbamato (PDTC), substancia P (Sigma Chemical Co., E.U.A));
Ficoll-Hypaque 1077 (Inlab, Brasil); des-Argg-bradiéinina (Peninsﬁla, E.U.A), HOE
140 (D-Arg-[Hyp®, Thi®, D-tic’, Oic®J-bradicinina (Hoescht, Alemanha); NPC 17731
(D-Arg%[Hyp® D-HypF(transpropil’)Oic®|-bradicinina, NPC 18884 (Scios Nova
Pharmaceutical Corporation, E.U.A.); meloxicam (Boehringer Ingelheim, Brasil);

diacereina (TRB Pharma, Brasil)) nabumetona (Smithkline Beecham
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Pharmaceuticals, Brasil), sulfasalazina (APSEN, Brasil); acido sulfanilico, fosfato
de hidrogénio dissddico dodecahidratado, peréxido de hidrogénio (H.O;, 30%),
dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamino, sulfato de zinco septahi.dratado, azul
de Evans, acido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.), solugio tampao fosfato (PBS
— pH 7,6: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampéao fosfato 10 mM (Merck, Brasil);
formamida, hidroxido de sédio (Reagen, Brasil); formato de aménio (Riedel-de-
Héen, Alemanha), TNFa murino, IL-18 murino, IL-6 murino, IL-8 humana, IL-10
humana, IL1-IRA murino, e anticorpos-policlonais de cabra: anti-TNFo murino,
anti-IL-13 murino, anti-IL-6 murino, anti-IL-8 humana (R & Systems Inc, E.U.A);
solugdo- lisante para células marcadas com corante fluorescente (FACS: Optilize
B (Coulter, E.U.A.); solugéo salina (NaCl 0,9%), fosfato de sédio, corante Giemsa
e May-Grunwald-Giemsa de diferentes fontes comerciais.

So.lugées estoques de indometacina foram preparadas em solugdo de
NaHCO; (5%), PDTC e sulfasélazina em etanol (5%) e as demais drogas em PBS.
Todas as citocinas foram diluidas em solugdo PBS ou agua destilada e
armazenadas em frascos d‘e Epperdorf a -70°C. As demais drogas foram
previamente preparadas e mantidas em freezer (-20°C). No dia dos experimentos,
quando necessario, as diluigbes das drogas foram realizadas em solugdo salina

estéril (0,9%) ou PBS a temperatura ambiente.

3.6 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados dos parametros inflamatérios estudados (exsudacéo e

migracao celular) foram expressos através da média + erro padrdo da média
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(e.p.m.). Quando necessario, os valores da Dlsp foram calculados em relagdo ao
namero total de células. Expreséaram-se as ultimas variaveis por suas médias
geométricas acompanhadas pelos respectivos (95%) limites de confianca (LC). O
indice (Dlsp) corresponde a dose necessaéria do antagonista para reduzir em 50% a
mesma variavel em relagéo aos controles (tratados apenas com o agonista).

Para padronizagéo dos calculos, nos expefimentos com antagonistas, os
valores individuais do numero total de células foram subtraidos dos respectivos
valores médios do grupo controle (animais tratados somente com salina).

Diferencas estatisticas entre migragéo celular e exsudacgéo e entre grupos-
controle foram determinadas utilizando-se os testes “t” de Student nao-pareado.
Quando necessario, o teste de ANOVA foi complementado pelo teste de Dunnett.

Para avaliagéb estatistica dos valores do nitrito/nitrato e da
mieloperoxidase, utilizaram-se os testes de Mann-Witney ou Kruskall-Wallis. Para
-analisar a correlagdo entre as varidveis (niveis de nitrito/nitrato ou da
mieloperoxidase) e total e diferencial de células empregou-se o teste de
Spearmann.

Para avaliagdo estatistica ‘dos valores percentuais dos antigenos
leucocitarios anti-moléculas de CD8a, CD11a, CD18, CD25, CD45, bem como a
variagdo do extravasamento de azul de Evans, em diferentes érgaos, no modelo
de pleurisia, utilizou-se ANOVA (testes paramétricos e nao-paramétricos),
quando necessario complementados com o teste de Dunnett (para andlise
paramétrica) ou Dunn (para andlise n&o-paramétrica). |

Para todas as andlises, valores de P menores que 0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Anadlise da resposta inflamatéria local no modelo da pleurisia induzida
pela carragenina, em camundongos

4.1.1 Evidéncias da participagdo da mieloperoxidase e do 6xido nitrico

A-) Analises quantitativa, imunohistoquimica e farmacolégica

Nesta série de experimentos foi determinado o perfil temporal (1-100 h) das
concentracdes | de mieloperoxidase e de nitrito/nitrato. Em animais-controle
(tratados com solucdo salina), os niveis (mediana e amplitUde) de mieloperoxidase
e de nitrito/nitrato encohtrados na cavidade pleural foram de 3,0 (2-3,4) mU/ml e
de 2,5 (0-4,9) uM, respectivamente (Figura 1).

Como mostrado na Figura 1 A, a carragenina (1%) administrada na
cavidade pleural de camundongos promoveu aumento significativo no nivel de
mieloperoxidase, com picos em 4 h (mediana: 537,5; amplitude: 323,6-683,7
mU/ml) e 6 h-(mediana: 292,5; amplitude: 250,0-300,0 mU/ml) apds a indugao da
pleurisia~ (P < 0,01). Ao contrdrio, nenhuma mudanca significativa desse
parametro foi observado na segunda fase (48 h) desta resp_osta‘inflam'atéria (P>
0,05).

| A Figura 2 mostra os esfregagos tipicos de leucécitos colhidos das
Cavidades ‘pleurais de animais tratados com salina (Figura 2A) e com carragenina
(1%, 4 h) (Figura 2B) e que foram corados para a avaliagdo qualitativa da
mieloperoxidase. A positividade para a mieloperoxidase é caracterizada pela

coloragdo amarelo-ouro, de aspecto granuloso, no citoplasma celular (Figura 2B).
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Figura 1- Perfil temporal dos niveis da mieloperoxidase (A) e do nitrito/nitrato (B) determinados na
cavidade pleural de animais tratados com carragenina (1%). C = animais tratados com
salina estéril (0,9%). Os circulos e linhas cheias representam a mediana e as amplitudes
dos niveis da mieloperoxidase (Ul/ml) e do nitrito/nitrato (uM) obtidos de 6-10 animais, e as
linhas tracejadas, as respectivas amplitudes.
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Figura 2- Esfregago tipico de amostras de animais-controles (tratados com salina estéril) (A) e
tratados com carragenina (1%, 4 h) (B) colhidas da cavidade pleural de camundongos. Os
esfregagos foram corados de acordo com a técnica de Graham-Knoll modificada. A
coloragdo amarelo-ouro é representativa de positividade para a mieloperoxidase.
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A administracédo intrapleural da carragenina causou também aumento nas
concentragbes (mediana e amplitude) de nitrito/nitrato, com picos em 4 h
(mediana: 19; amplitude: 6,2-32 uM) e 48 h (mediana: 13,7; amplitude: 8,9-17,8
uM) (P < 0,01) (Figura 1B). I "

Paralelamente, ao aumento nas concentracbes de mieloperoxidase (4 h) e
de nitrito/nitrato (4 e 48 h), constatou-se aumento tanto da migragao celular (média
+epm.: 4h: 56402 x 10%e 48 h: 10,2¢0,9 x 10%) como da exsudago (média +
ep.m.: 4 h: 7,5¢0,2 mg/ml e 48 h: 10,4+0,7 mg/ml) (SALEH et al., 1996). Nesta
série de experimentos, uma correlagdo positiva e significativa entre os niveis de
neutréfilos e as concentragbes dé mieloperoxidase (r = 0,67; P < 0,01) foi
observada. Nenhuma correlacdo foi constatada ventrev 0s niveis de nitrato, o
numero total de leucdcitos e a contagem diferencial celular (r = 0,1; P > 0,05) .

A participagdo do 6xido nitrico também foi avaliada indiretamente,
utilizando-se agentes inibidores da sintese da c’)xido—_nitrico sintase (L-NOARG: 1-
100 pmol/cav.), na pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos (Figura
3A). A L-NOARG, nas doses de 30 a 100 pmol, 30 min antes, promoveu inibicdo
tanto da exsudagdo quanto da migracdo celular, enquanto doses de 1 a 10
pmol/cav., apenas inibiram a exsudagdo (P < 0,01) . O perfil temporal (30 min a
48 h) desse inibidor da sintese da enzima NO-sintase (100 pmol/cav.) € mostrado
na Figura 3B. A L-NOARG administrada na dose de 100 pmol/cav. de 30 min a
24 h inibiu a migragéo celular e a exsudacgao (P < 0,01), 4 h apés a administracéo
da carragenina. O tratamento prévid (48 h) com este agente., foi capaz de inibir

somente a exsudacgao (P < 0,01) (Figura 3B).
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Figura 3- Efeito da L-NOARG, sobre a migraco celular e a exsudagéo na primeira fase (4, h) da
pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses da
L-NOARG (1-100 pmol/cav.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg = respostas
obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B — Efeito da L-NOARG (100
pmol/cav.), administrada de 30 min a 48 h antes da pleurisia, na mesma condigdo
experimental. As insergdes mostram os efeitos desta droga sobre a migragdo de neutrofilos e
de mononucleares. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-
10 animais, e as barras verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as
diferencas estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagio (#), em relagdo
aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se
sobrepuseram ao desenho das colunas ou simbolos.
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B-) Efeitos de drogas antiinflamatérias sobre os niveis de nitrito/nitrato e da
mieloperoxidase

Todas as drogas utilizadas (terfenadina, HOE 140, NPC 17731, diacereina,
indometacina, meloxicam, nabumetona e dexametasona) foram efetivas em inibir
significativamente a migragédo celular induzida pela carragenina 4 h apds sua
administragdo na cavidade pleural de camundongos (P < 0,01) (Tabela 4, Figuras
5 e 6). No entanto, apenas a diacereina foi capaz de normalizar a celularidade na
cavidade pleural. Em relagdo a exsudagdo, todas as drogas utilizadas, com
excecgdo da diacereina, também inibiram esse parametro (P < 0,05) (Tabela 1).

Nas mesmas condi¢c‘>es experimentais, as concentragdes da mieloperoxidase
foram significativamente reduzidas, quando os animais foram tratados com os mesmos
agentes (Figura 4A e B) (P < 0,01). Nesta série de experimentos, a diacereina, a
nabumetona, a L-NOARG e a L-NAME tambem causaram inibi¢cao significativa nos
niveis de nitrito/nitrato (P < 0,01) (Figura 4 CeD)

Em relagcdo a segunda fase (48 h) da reagéo inflamatéria induzida pela
carragenina na cavidade pleural, drogas antiinflamatérias do tipo nao-esteroidal
(indometécina, meloxicam e nabumetona) ou antagonistas seletivos do receptor B2
dabradicinina (HOE 140 e NPC 17731) ndo modificaram significativamente tanto a
migragdo celular como a  exsudacdo (Tabela 5). Na mesma condicéo
experimental, a dexametasona e a diacereina, administradas 30 min antes do
agente flogistico, inibiram significativamente a migragcdo celular (P < 0,01),
enquanto que a terfenadina reduziu apenas a exsudagéo (P < 0,05). E importante
ressaltar QUe o grau de inibicAdo causado por essas drogas nos parametros

estudados foi menor quando comparados aqueles observados na primeira fase
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(4 h) da resposta inflamatéria estudada (Tabelas 4 e 5, Figuras 5 e 6). Além disso,

nenhuma das drogas utilizadas causou qualquer mudanga nos niveis de

nitrito/nitrato (resultados ndo mostrados).

Tabela 4- Efeito do tratamento prévio de animais com varias drogas na primeira
fase (4 h) da reacéo inflamatéria induzida pela carragenina (1%) na cavidade

pleural de camundongos

Grupo ' Leucdcitos
(x 10°)

Salina® 1,3+0,2

Carragenina® 56+0,2

Terfenadina” 3,3+0,1%

(50 mg/kg)

Indometacina® 2,8+0,6%

(5 mglkg) |

Meloxicam® 2,6+0,2%

(5 mg/kg)

Nabumetona® 2,0+0,3%

(50 mg/kg)

Diacereina® 1,2+0,2%

(50 mg/kg)

Dexamatasona®  2,3+0.4%

(0,5 mg/kg)

HOE 140¢ 1,5+0,1%

(1 pmol)

NPC 17731 3,1+0,2%

(1 pmol)

Neutréfilos

(x 10°)
0,1+0,1
5,0+0,1
1,4+0,6%
1,0+0,3%
2,3+0,2%
0,9+0,1%
0,6+0,1%
0,6+0,2%

1,4+0,1%

2,9+0,2%

Mononucleares

(x 10%)
1,240,2
0,610,5
1,9+0,5
1,8+0,4
0,3+0,2%
1,1£0,4
0,6+0,1%
1,7+0,3

0,1+0,1%

0,2+0,2%

Exsudato®

(ng/mi)
0,02+0,1
7,5+0,2
1,4+0,1%

0,6+0,3t

2,8+0,1%

4,0+0,21
4,6+0,5

0,3+0,4%
0,5+0,3t

0,8+0,2%

Os par@metros foram analisados 4 h ap6s a administragdo da carragenina ou da salina estéril
(0,9%) na cavidade pleural de camundongos. a - Avaliado através da média do
extravasamento de azul de Evans; b — Administrado pela via i.p., 30 min antes; ¢ —
Administrado pela via oral, 30 min antes; d- Administrado pela via intrapleural, 30 min antes. Os
valores representam a média + e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). As diferengas estatisticas
entre o grupo controle (animais tratados com carragenina) e os animais tratados (30 min antes)
com as diferentes drogas e posteriormente com a carragenina foram determinadas através do
teste de ANOVA, e complementados com teste de Dunnett e estdo representadas pelos

simbolos: + P < 0,05 and 1 P < 0,01.
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Figura 4- Efeito de diferentes drogas sobre os niveis da mieloperoxidase (A e B) e do nitrito/nitrato (C e D) na
primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria induzida pela carragenina (1%) na cavidade pleural de
camundongos. Controle = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). Os
simbolos indicam valores individuais, e as linhas horizontais, os valores da mediana (** P < 0,01).
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Tabela 5- Efeito do tratamento prévio de animais com varias drogas na segunda
fase (48 h) da reacdo inflamatéria induzida pela carragenina (1%) na cavidade
pleural de camundongos

Grf.npo Leucdcitos  Neutrofilos  Mononucleares  Exsudato®
(x 10%) (x 10% (x 10% (ng/mi)

Salina® 1,310,2 0,2+0,3 1,1+0,7 0,02+0,1
Carragenina® 10,2+0,9 0,8+0,5 9,4+0,8 10,4+0,7
Terfenadina® 8,7+0,1 0,4+0,1% 8,3+0,7 7,0:0,7%
(50 mg/kg)

Indometacina® 9,5+0,03 2,310,5% 7,2+0,2 10,0+0,5
(5 mg/kg)

Meloxicam® 9,7+0,2 0,3+0,2 9,4+0,3 9,0£0,5
(5 mg/kg)

Nabumetona® 8,5+1,0 4,3+0,5% 42+0,9 13,8%£1,0
(50 mg/kg)

Diacereina® 5,6+0,9t 3,6+0,2% 3,0+0,5% 8,1£1,2
(50 mg/kg)

Dexamatasona® 4.3+0,2% 0,1+0,1 4,2+0,3% 9,6+0,6
(0,5 mgl/kg)

HOE 140¢ 8,5+0,05 0,5+0,1% 8,0+0,8 9,0+0,1
(1 pmol)

NPC 17731¢ 8,3+0,8 0,4+0,2% 7,9+0,5 9,2+0,7

(1 pmol)

Os parametros foram analisados 48 h apds a administragdo da carragenina ou da salina estéril
(0,9%) na cavidade pleural de camundongos. a — Avaliado através da média do extravasamento
de azul de Evans; b — Administrado pela via i.p., 30 min antes; ¢ — Administrado pela via oral, 30
min antes; d- Administrado pela via intrapleural, 30 min antes. Os valores representam a média +
e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). As diferengas estatisticas entre o grupo controle (animais
tratados com carragenina) e os animais tratados (30 min antes) com as diferentes drogas e
posteriormente com a carragenina foram determinadas através do teste de ANOVA,
complementados com teste de Dunnett e representadas pelos simbolos: + P < 0,05 and £ P <
0,01.
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4.1.2 Evidéncias da participagdo do receptor B; da bradicinina

As Figuras 5 e 6 mostram o efeito de antagonistas seletivos do receptor B;
da bradicinina (NPC 17731 e HOE 140) na pleurisia induzida pela carragenina 1%
(4 h). O NPC 17731, nas doses de 1 a 10 pmol/cav., 30 min antes, promoveu
inibicdo significativa tanto da migragédo celular como da exsudacéo (P- < 0,01)
(Figura 5A). O valor médio da Dis; foi de 0,7 (95% LC = 0,18-2,17) pmol/cav. Este
antagonista (1 pmol/cav.), administrado 4 a 48 h antes, inibiu todos os
parametros inflamatérios estudados (migragéo celular e exsudacéo) (Figura 5B).
Ja a administragdo do NPC 17731 (1 pmol/cav._, 30 min antes), s6 foi efetivo em
inibir a exsudacao (P < 0,01) (Figura 5B).

O outro antagonista seletivo do receptor B, para a bradicinina, o HOE 140
(0,003-10 pmol/cav., 30 min antes), também foi efetivo em inibir tanto a migragdo
celular como a exsudagéo (P < 0,01) (Figura 6A). O valor médio da Dlsp foi de:
0,002 (95% limite de confianga (LC) = 0,0011-4,8) pmol/cav.. O'efeito inibitorio
desse antagonista foi prblohgado, uma vez que, na dose de 1 pmo|/cav.‘, (30 min a
24 h antes), os parametros estudados forarh inibidos (P < 0,01) (Figura 6B).

A par‘ticipaé:éo do receptor Bz da bradicinina, neste modelo experimental, foi
também avaliada com o emprego de um novo ahtagonista nao-peptidico do
receptor B, da bradicinina, o NPC 18884, administrado pelas vias oral e
intraperitoneal. Os efeitos do NPC 18884 (1-300 nmol/kg, i.p.), na primeira fase

da reacgao inflamatéria (4 h) induzida pela carragenina sao mostrados na Figura 7.
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Figura 5- Efeito do NPC 17731 sobre a migracdo celular € exsudacéo na primeira fase (4 h) da pleurisia
induzida pela carragenina (1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do NPC 17731
(0,01-10 pmol/cav.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg = respostas obtidas de
animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B- Efeito do NPC 17731 (1 pmol/cav.),
administrado de 30 min a 48 h antes da pleurisia, na mesma condigdo experimental. As insergdes
mostram os efeitos desta droga sobre a migragao de neutréfilos e de mononucleares. Cada coluna
e simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-10 animais, e as’barras verticais, o
e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o
total de células (**) e a exsudagdo (#), em relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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gura 6- Efeito do HOE 140 sobre a migragdo celular e a exsudagdo na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida
pela carragenina (1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do HOE 140 (0,001-10
pmol/cav.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg = respostas obtidas de animais tratados
com carragenina (Cg 1%, 4 h). B- Efeito do HOE 140 (1 pmol/cav.), administrado de 30 min a 48 h
antes da pleurisia, na mesma condi¢do experimental. As inser¢des mostram os efeitos desta droga
sobre a migracio de neutréfilos e de mononucleares. Cada coluna e simbolo representam a média dos
resultados obtidos de 6-10 animais, e as barras verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das
colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagio (#), em
relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m se
sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Doses desse antagonista entre 100 e 300 nmol/kg, i.p., inibiram, de forma
significativa, a migragdo celular, as custas de neutrdfilos (P < 0,01). O efeito
inibitério foi dose-dependente, com valor médio da Dlsp de 132 (95% LC = 63-278)
nmol/kg. Além disso, o NPC 18884 (10-300 nmol/kg, i.p.), causou também redugdo
significativa da exsudagdo (P < 0,01) (Figura 7A). Quando os animais foram
| tratados previamente (30 min a 4 h) com o NPC 18884 (300 hmol/kg, i.p.),
observou-se efeito inibitério significativo da exsudacgao, 4 h ap6s a adminstragéo
da carragenina (P < 0,01) (Figura 7B). Destaca-se também quevo numero total de
células foi significativamente reduzido quando os animais foram tratados 30 min
antes da indugéo da pleurisia (P < 0,01) (Figura 7B).

Administrado por via oral, o NPC 18884 (600-1200 nmol/kg, 30 min antes)
inibiu tanto a migracéo celular como a exsudacéo (P < 0,01) (Figura 8A). O valor
médib da Dlsy para esse antagonista foi de 295 (95% LC = 117-730) nmol/kg. A
dose de 300 nmol/kg, _administrada pela via oral foi efetiva em inibir apenas a
exsudagédo (P < 0,01). O NPC 18884 (1200 nmol/kg, v.o., 30 min-4 h antes da
carragenina) causou redugéo significativa da exsudagéo (P < 0,01) (Figura 8B). Na
mesma condi¢do, a migragao celular foi reduzida somente nos animais tratados
previamente (30 min) com a mesma dose desse antagonista' (P < 0,01) (Figura
8B). |

A seletividade do NPC 18884 para o receptor B, da bradicinina foi também
avaliada na pleurisia induzida por esta cinina (SALEH et al., 1997), pela desArg®- |
BK (VIANNA e CALIXTO, 1998), pela histamina e pela substancia P (SALEH et al.,

1999).
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Figura 7- Efeito do NPC 18884 sobre a migragao celular e a exsudagio na primeira fase (4 h) da
pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses
do NPC 18884 (1-300 nmol/kg, i.p.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg =
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B- Efeito do NPC
18884 (300 nmol/kg, i.p.), administrado de 30 min a 8 h antes da pleurisia, na mesma
-condigdo experimental. As insergdes mostram os efeitos desta droga sobre a migragéo de
neutrofilos e de mononucleares. Cada coluna e simbolo representam a média dos
resultados obtidos de 6-10 animais, e as barras verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora
das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a
exsudacdo (#), em relagdo aos respectivos controles (Cg). Em aiguns experimentos, os
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 8- Efeito do NPC 18884 sobre a migragédo celular e a exsudagdo na primeira fase (4 h) da
pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do
NPC 18884 (100-1200 nmol/kg, v.0.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg =
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B- Efeito do NPC
18884 (1200 nmol/kg, v.0.), administrado de 30 min a 8 h antes da pleurisia, na mesma
condicdo experimental. As inser¢gdes mostram os efeitos da droga sobre a migragdo de
neutréfilos e de mononucleares. Cada coluna e simbolo representam a média dos
resuitados obtidos de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora
das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a
exsudagdo (#), em relagdo aos respectivos controles (Cg). Em alguns experimentos, os
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Na pleurisia induzida pela bradicinina (10 nmol/cav.), 0 NPC 18884 (30 e
100 nmoi/kg, 30 min antes, i.p.), causou redugdo significativa da exsudacdo
(controle BK: 10 nmol/cav. : 0,64+ 0,07 ug/ml, NPC 18884: 30 nmol/kg: 0,30+0,7
ug/ml e 100 mg/kg: 0,3710,5 pg/ml) (P < 0,01). O perfil temporal inibitério (30 min
a 4 h) deste antagonista foi também avaliado, sendo que a dose de 100 nmol/kg,
i.p., (30 min e 2 h) inibiu de forma significativa a exsudagédo (4211 e 301+1%,
respectivamente) (resultadds nao mostrados). Em relagdo a migracgdo celular, o
NPC 18884 (30—100 nmol/kg, i.p., | 30 min antes) também causou inibicdo
significativa deste pérémetro (P < 0,01) (Figura 9A). Neste experimento, o valor
médio estimado da Dlsp para esse antagonista foi de‘ 63 (3-115) nmol/kg. Além
disso, neste modelo experimental, o NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p.) causou efeito
inibitério da migracéo celular quando foi administrado nos intervalos de 30 min a
2 h antes da bradicinina (Figura 9B).

Por vi_a oral, o NPC 18884 (300 e 600 nmol/kg, v.o., 30 min antes.) inibiu a
exudacdo induzida pela bradicinina (% de inibicao: 381_0,9 e 4710,5%,
respectivamente; n = 6 a 10 animais por grupo) (P < 0,01). Este mesmo
antagonista (600 nmol/kg,), administrado (30 min a 2 h antes) causou também
redugdo significativa da exsudagéo (% de inibicdo: 4704 e 35 10,8%,
respectivamente) (P < 0,01). Em relagéo a migragéo celular, o NPC 18884 (300-
600 nmol/kg, 30 min antes) causou inibié;éo significativa deste parametro (Figura
10A). Neste protocolo experimental, o valor médio da Dls; para este antagonista

foi de: 141 (95% LC = 26-760) nmol/kg). Além disso, o NPC 18884 (600 nmol/kg;
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30 min a 2 h antes) foi efetivo em inibir o influxo de leucdcitos induzido pela

bradicinina (10 nmol/cav., 4 h) (Figura 10B).
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Figura 9- Efeito do NPC 18884 sobre a migracdo celular na pleurisia induzida pela bradicinina (10
nmol/cav.) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do NPC 18884 (10-100 nmol/kg,
i.p.), administradas 30 min antes da bradicinina. BK = respostas obtidas de animais tratados
com bradicinina (BK 10 nmol/kg 4 h). B- Efeito do NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p.),
administrado de 30 min a 4 h antes da pleurisia, na mesma condigdo experimental. As
insergdes mostram os efeitos da droga sobre a migragdo de neutréfilos e de
mononucleares. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-
10 animais, e as barras verticais, 0 e.p.m. Asteriscos indicam as diferencas estatisticas (P <
0,05) entre o total de células, em relagdo aos respectivos controles (BK).
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Efeito do NPC 18884 sobre a migragéo celular na pleurisia induzida pela bradicinina (10
nmol/kg.) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do NPC 18884 (100-600
nmol/kg, v.0.), administradas 30 min antes da bradicinina. BK = respostas obtidas de
animais tratados com bradicinina (BK 10 nmol/cav. 4 h). B- Efeito do NPC 18884 (300
nmol/kg, v.0.), administrado de 30 min a 4 h antes da pleurisia, na mesma condigdo
experimental. As inserg6es mostram os efeitos da droga sobre a migragdo de neutréfilos e
de mononucleares. Cada coluna e simbolo representam a média dos resultados obtidos
de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos indicam as diferencas
estatisticas (P < 0,05) entre o total de células, em relagdo aos respectivos controles (BK).
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A seletividade do antagonista néo-peptidicd para o receptor B, da BK foi
também avaliado. O NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p. ou 600 nmol/kg, v.0.)
administrado 30 min antes do agente flogistico ndo foi efetivo em inibir a
migragédo celular e a exsudagdo no modelo da pleurisia induzida pela des-Arg®-BK
(30 nrﬁol/cav., 1 e 4 h). Além disso, O NF’C 18884 (1200 nmol/kg, v.o., 30 min
antes) tambérﬁ ndo foi eficaz em inibir a resposta inflamatéria induzida pela
histamina (0,9 nmol/cav., 4 h) e pela substancia P (20 nmol/cav., 4 h), em

camundongos (resultados ndo mostrados).

4.1.3 Evidéncias da participacdo de citocinas (TNFa, iL-14, IL-6, iL-8, IL-10)
em ambas as fases (4 e 48 h) da resposta inflamatéria induzida pela
cafragenina

A Figura 11 mostra o efeito do TNFa na primeira (4 h) e na segunda (48 h)
fases da resposta inflamatoria induzida pela carragenina (1%), em camundongos.
Doses variando entre 0,001 a 5 ng/cav. de TNFa, 5 min antes da carragenina,
causéram aumento significativo da exsudacgéo 4 h apds a inducéo da pleurisia (P
< 0,01) (Figura 11A). Nas mesmas condi¢cdes experimentais, esta citocina causou
diminuicdo do nimero de leucécitos, principalmente as custas de neutréfilos na
primeira fase (4 h) da pleurisia induzida pela carragenina (P < 0,01) (Figura 11A e
Figura 11A ihsert). Em relagéo a segunda fase (48 h) dessa resposta inflamatéria,
o TNFa (50 ng/_cav., 5 min antes do agente irritante) causou aumento significativo
tanto da migracdo celular, as custas de polimorfonucleares, como da exsudagéo

(P < 0,01) (Figura 11B e Figura 11B insert). Além disso, doses entre 0,01 a 5
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ng/cav.v do TNFa causaram aumento somente da exsudag¢do (P < 0,01) (Figura

11B).
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Figura 11- Efeito do TNFo sobre a migragéo celular e a exsudagéo na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da
pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do TNFa
(0,001-5 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg =
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%). B- Efeito de diferentes doses do
TNFa (0,01-50 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na
mesma condigdo experimental. As insergGes mostram os efeitos desta droga sobre a migragédo de
neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as bairas
verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01)
entre o total de células (**) e a exsudagdo (#), em relagéo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns
experimentos, 0s valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Os efeitos da injecéo intrapieural do anticorpo anti-TNFa, tanto na primeira
(4 h) quanto na segunda (48 h) fases da resposta inflamatéria s&o mostrados na
Figura 12. O anticorpo anti-TNFa (5-50 ng/cav., 30 min antes do irritante)
produziu diminuicdo significativa da migracéo celular e da exsudagdo causada
pela carragenina, de forma indepéndente da dose (P < 0,01) (Figura 12A). A
resposta inflamatéria tardia (48 h) induzida pela carragenina néo foi inibida pelo
anticorpo anti-TNFa. (5- 100 ng/cav., 30 min antes) (Figura 12B).

Os resultados da Figura 13A mostram que a injec&o intrapleural de IL-18 (5-
50 ng/cav., 5 min antes), causou aumento significativo da exsudacéo 4 h apés a
injecdo da carragenina (P < 0,01), enquanto que} a migragdo celular foi
significativamente reduzida (P < 0,05) (Figura 13A, insert). Em relagdo a segunda
fase (48 h) da resposta inflamatéria, a IL-18 (0,05 ng/cav., 5 min antes), causou
aumento significativo de ambos os parametros inflamatérios (P < 0,01) (Figura
13B, insert). A mesma citocina, na dose de 0,01 ng/cav., causou somente
aumento significativo da exsudacdo associado com diminui¢do da migracio
celular (P < 0,01) (Figura 13A). O anticorpo policlonal anti-IL-18 (5-100 ng/cav., 30
min antes) causou somente diminuicdo da migragéo celular na primeira fase (4 h)
da pleurisia induzida pela carragenina (P < 0,05) (Figura 14A). A exsudacao foi
inibida apenas com a dose de 100 ng/cav. deste agente (P < 0,01). Por outro lado,
o anticorpo anti-IL-18 (5-50 ng/cav., 30 min antes) aumentou tanto a migracéo
celular como a exsudagéd da resposta inflamatéria tardia (48 h) induzida pela

carragenina (P < 0,05) (Figura 14B). Ja a dose de 100 ng/cav. desse anticorpo,
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nestas condi¢des, promoveu aumento somente da exsudacgao (P < 0,01) (Figura

14B).
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Figura 12- Efeito do anti-TNFo sobre a migragio celular e a exsudagéo na primeira (4 h) e segunda (48 h)
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes
doses do anti-TNFo (0,001-50 ng/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela
carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de
diferentes doses do anti-TNFa (5-50 ng/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela
carragenina, 48 h, na mesma condigdo experimental. As insergées mostram os efeitos desta droga
sobre a migragdo de neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10
animais, e as barras verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferencgas
estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagédo (#), em relagd0o aos respectivos
Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das
colunas.
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Figura 13- Efeito da IL-1 sobre a migracéo celular e a exsudagdo na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases
da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses
da IL-1p (0,5-50 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h.
Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes
doses da IL-18 (0,01-0,05 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela
carragenina, 48 h, na mesma condigdo experimental. As inser¢gdes mostram os efeitos desta
droga sobre a migragao de neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de
6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as
diferengas estatisticas (P < 0,05; P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudacgédo (#), em
relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se
sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 14- Efeito do anti-IL-1B sobre a migragdo celular e a exsudagdo na primeira (4 h) e
segunda (48 h) fases da pleurisia induzida pela camragenina (Cg 1%) em
camundongos. A- Efeito de diferentes doses da anti-iL-18 (5-100 ng/cav.),
administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg =
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes
doses do anti-IL-1f (5-100 ng/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia induzida
pela carragenina, 48 h, na mesma condi¢do experimental. As insergdes mostram os
efeitos desta droga sobre a migragéo de neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo
representa a média de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e
fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,05; P < 0,01) entre o total de
células (**) e a exsudacgdo (#), em relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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O tratamento dos animais com antagonista natural do reéepfor da IL-1 (IL1-
RA: 5-10 pg/cav., 30 min antes) suprimiu a migracdo de neutrdfilos bem como a
exsudacéo (P < 0,01) da primeira fase (4 h) da respdsta inflamatéria (Figura 15A).
O IL1-RA (75-100 pg/cav., 30 min antes) ainda foi efetivo, agindo de forma
antiinflamatéria na segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria induzida pela
carragenina. E importante ressaltar due a dose de 50 ng/cav. desse antagonista
causou apenas aumento da exsudagao (P < 0,01) (Figura 15B).

Para avaliar a participagdo de quemocinas neste modelo experimental,
aliquotas do lavado pleural foram obtidos de animais tratados previamente com
IL-8 (25-100 ng/cav., 5 min vantes). Nestas condicbes, observou-se aumento tanto
da migracdo celular como da exsudagdo, na primeira fase (4 h) de forma dose-
dependente (P < 0,01) (Figura 16A). Em relagdo a segunda fase (48 h) da
resposta inflamatéria, a IL-8 (100 ng/cav., 30 min antes) promoveu éumento da
exsudacéo (P < 0,01) (Figura 16B), enquanto doses de 10 a 50 ng/cav. }néo
modificaram a resposta inflamatéria induzida pela carragenina.

Nas mesmas condi¢des experimentais, o anticorpo anti-IL-8 (5-100 ng/cav,
30 min antes) inibiu o processo inflamatério da primeira fase (4 h) (P < 0,01)
(Figura 17A, inserf). O valor médio da Disp foi de 53,5 (95% LC = 37,9-69,8)
ng/cav. Os parametros estudados 48 h apds a inducéo da pleurisia, nao foram
modificados com o tratamento prévio (30 min) dos animais com anticorpo anti-IL-8

(Figura 17B).
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- Figura 15- Efeito do IL1-RA sobre a migragéo celular e a exsudagdo na primeira (4 h) e segunda (48 h)
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de
diferentes doses do IL1-RA (0,1-10 mg/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia
induzida pela carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com
carragenina (1%). B- Efeito de diferentes doses do IL1-RA (50-100 ng/cav.), administradas
30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma condicao
experimental. As inser¢des mostram os efeitos desta droga sobre a migragao de neutréfilos
e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras
verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas

- (P < 0,05, P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagdo (#), em relagdo aos
respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram
ao desenho das colunas.
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Figura 16- Efeito da IL.-8 sobre a migragao celular e a exsudagio na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases
da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes
doses da IL-8 (25-100 ng/cav.), administradas. 5 min antes da pleurisia induzida pela
carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito
de diferentes doses da IL-8 (10-100 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida
pela carragenina, 48 h, na mesma condicdo experimental. As inser¢des mostram os efeitos
desta droga sobre a migragdo de neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a
média de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas
indicam as diferencas estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagédo (#), em
relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se
sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 17- Efeito do anti-IL-8 sobre a migragéo celular e a exsudagdo na primeira (4 h) e segunda
(48 h) fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A-
Efeito de diferentes doses da anti-IL-8 (5-100 ng/cav.), administradas 30 min antes da
pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados
com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes doses da anti-IL-8 (50-100 ng/cav.),
administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma
~condigéo experimental. As insergdes mostram os efeitos desta droga sobre a migragéo
de neutréfilos e de mononucieares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e
as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as
diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagédo (#), em
relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m.
se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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A IL-6 (50 ng/cav., 5 min antes) promoveu diminui¢&o sign'ificativa tanto da
migragéo celular, quanto da exsudagéo (4 h) (P < 0,01) (Figura 18A). Doses de 5
a 10 ng/cav., 5 min antes, foram efetivas em inibir apenas a migragéo celular (P <
0,01). Em relagéo a segunda fase (48 h), a IL-6 (5-100 ng/cav., 5 min ahtes), inibiu
de maneira significativa tanto a migragéo celular, quanto a exsudagéo (P < 0,01)
(Figura 18B).

Por sua vez, o anticorpo anti-iL-6 (0,001-50 ng/cav., 30 min antes),
aumentou a exsudacio da primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria induzida
pela carragenina (P < 0,01) (Figura 19A). Estas mesmas doses utilizadas
promoveram também diminui¢do da celularidade (P < 0,01) Figura 19, insert).
Doses de 50 ng/cav., 30 min antes, promoveram aumento tanto da exsudacéo
quanto da migragéo celular na segunda fase (48 h) da pleurisia (P < 0,01) (Figura
19B), enquanto que neste periodo de tempo, es_ta citocina na dose de 5 ng/cav.,
apenas aumentou a exsudagao (Figura 19B).

A IL-10 (5-40 ng/cav., 5 min antes), promoveu diminuicéo dos parametros
inflamatérios analisados (P < 0,01) (Figura 20A, insert). Em relagdo a resposta
inflamatéria induzida pela carragenina (48 h), verificamos que esta citocina (40
ng/cav.) n&o alterou nem a exsudag¢éo nem a migragao celular (Figura 20B, insert).

E importante ressaltar que as diferentes doses das citocinas-recombinantes
ou dos anticorpos-policlonais utilizados, foram administrados isoladamente em
diferentes grupos de animais e os resultados mostraram que tanto 0 uso isolado
das citocinas como dos anticorpos estudados nao induziram resposta inflamatéria

na cavidade pleural dos camundongos.
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Figura 18- Efeito da IL-6 sobre a migragdo celular e a exsudagdo na primeira (4 h) e segunda (48 h)
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%), em camundongos. A- Efeito de
diferentes doses da IL-6 (5-50 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida
pela carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%).
B- Efeito de diferentes doses da IL-6 (5-100 ng/cav.), administradas 5 min antes da
pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma condigdo experimental. As inser¢des
mostram os efeitos desta droga sobre a migragdo de neutrofilos e de mononucleares.
Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras verticais 0 e.p.m. Asteriscos
dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o total de
células (**) e a exsudagdo (#), em relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns
experimentos, 0s valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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gura 19- Efeito do anti-IL-6 sobre a migragdo celular e a exsudagio na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da
pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses da anti-
IL-6 (0,001-50 ng/cav.), administrado 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg =
respostas obtidos de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes doses da anti-IL-6
(5-50ng/cav.) administradas, 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma
condi¢éo experimental. As insergdes mostram os efeitos desta droga sobre a migragdo de neutrdfilos e
de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras verticais o e.p.m.
Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P < 0,01) entre o total de
células (**) e a exsudagéo (#), em relagéo aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 20 -Efeito da IL-10 sobre a migragdo celular e a exsudagdo na primeira (4 h) e segunda (48 h)
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes
doses da IL-10 (5-40 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela
carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito
da IL-10 (40 ng/cav.), administrada 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h,
na mesma condigdo experimental. As insergdes mostram os efeitos desta droga sobre a
migracdo de neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais,
e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas
estatisticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagdo (#), em relagdo aos
respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao
desenho das colunas.
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4.1.4 Evidéncias da participacdo do fator de transcrigcdo nuclear NF-Kappa B
A-) Anélise do efeito de inibidores do fator de transcricdo nuclear NF-Kappa B
(PDTC e sulfasalazina),

A Figura 21 mostra o efeito do PDTC na primeira fase (4 h) da pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos.

O PDTC (100-200 mg/kg., i.p., 60 min antes) causou inibicdo significativa
tanto da exsudacéo, quanto da migracdo celular causada pela carragenina (P <
0,01) (Figura 21A). O valor médio da Dls, foi de 76 (95% LC = 4-162) mg/kg. O
perfil iﬁibitério temporal (5-120 min) do PDTC (100 mg/kg, i.p.), mostrou que este
agente foi efetivo em inibir os | parametros inflamatérios apenas quando
administrado 60 e 120 min antes do agente flogistico (P <.0,01) (Figura 21B,
insert). Em relagdo a segunda fase (48 h) da resposté inflamatéria, o PDTC (100-
200 mg/kg, i.p., 60 min antes n&o inibiu os parametros inflamatérios estudados
(resultados n&o apresentados).

O efeito de outro inibidor do fator de transcricdo nuclear NF«xB -
sulfasalazina - foi também avaliado neste modelo experimental. A sulfasalazina
(50-300 mg/kg, 60 min antes, i.p.), inibiu os parémetros inflamatérios (migragéo
celular e exsudagdo 4 h apds a indugéo da pleurisia (P < 0,01) (Figura 22A). O
valor médio da Dlsp foi de 100 (95% LC = 79-135) mg/kg. Analise do perfil
inibitério temporal (5-120 min) antes da pleurisia foi também avaliado, mostrando
que este agente (200 mg/kg, i.p.,) inibiu a migracéo celular e a exsudagéo quando
administrada de 30 a 120 min, antes da carragenina (P < 0,01) (Figura 22B). Em

relacdo a seguhda fase (48 h) da resposta a carragenina, a sulfasalazina (200-
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300 mg/kg, i.p., 60 min antes), ndo foi capaz de inibir nem a migragéo celular nem

a exsudacéo (resultados n&o apresentados).
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Figura 21- Efeito do PDTC sobre a migragéo celular e a exsudagao na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida
pela carragenina em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do PDTC (25-200 mg/kg, i.p.),
administradas 60 min antes da pleurisia. Cg = respostas obtidas de animais tratados com
carragenina (Cg 1%). B- Efeito do PDTC (100 mg/kg, i.p.), administrado de 5 a 120 min antes da
pleurisia na mesma condigdo experimental. As insergdes mostram os efeitos desta droga sobre a
migracgao de neutréfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as
barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P <
0,01) entre o total de células (**) e a exsudagéo (#), em relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ac desenho das colunas.
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igura 22- Efeito da suifasalazina sobre a migragdo celular e a exsudagdo na primeira fase (4 h) da pleurisia
induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses da sulfasalazina
(25-300 mg/kg, i.p.), administradas 60 min antes da pleurisia. Cg =
tratados com carragenina (1%). B- Efeito da sulfasalazina (200 mg/kg, i.p.), administrada de 5 a 120
min antes da pleurisia na mesma condigdo experimental. As inser¢gdes mostram os efeitos da droga
sobre a migragéo de neutrdfilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais,
e as barras verticais 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferengas estatisticas (P
< 0,01) entre o total de células (**) e a exsudagdo(#), em relagdo aos respectivos Controles (Cg). Em

alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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B-) Efeito} da associagdo de doses sublilﬁinares de inibidores do fator de
transcricdo nuclear NF-Kappa B (PDTC e sulfasalazina) com drogas
antiinflamatérias |

A associacdo de doses subliminares de drogas antiinflamatérias:
indometacina (0,5 mg/kg, i.p., 30 min antes); meloxicam (0,5 mg/kg, v.o, 30 min);
nabumetona (5 mglkg, v.0., 30 min); diacereina (5 mg/kg, v.0., 30 min antes);
dexametasona (0,05 mg/kg, i.p, 30 min antes) e do PDTC ou da sulfasalazina (10
mg/cav., i.p., 60 min antes) promoveram fnibigéo significativa tanto da exsudacéo
quanto da migragdo celular avaliados 4 h apés a indugdo da pleurisia pela

carragenina (P < 0,01) (Tabelas 6 e 7).

4.1.5 Anélise dos antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25) na
resposta inflamatéria local |

e Na cavidade pleural de animais com pIeufisia induzida pela carragenina
Nestas condi¢les experimentais, obseryou-se aumento significativo de

células CD18 positivas, nas duas fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela

carragenina (4 h: 75+5%) (48 h: 72+3%) em relagdo ao grupo-controle (54+5%) (P

< 0,05). Nos intervalos de tempo analisados, as concentracdes dos antigenos

leucocitarios (CD8a, CD11a, CD25 e CD45) nao diferiram do grupo controle

(Figura 23A, e 24).
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Tabela 6- Efeito da associagdo de doses subliminares do inibidor do fator de

transcricdo nuclear NF-Kappa B (PDTC) e de drogas antiinflamatérias, no modelo

da pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos (4 h)

Grupo Dose Leucécitos Neutréfilos Mononucleares  Exsudato®
(mg/kg) (x 10% (x 10°) (x 10% (ug/mi)
Salina® - 1,340,2 1,140,7 0,2+0,2 0,02+0,1
PDTCP 10 1,3+0,5 0,7+0,2 0,610,2 0,0
Carragenina® - 5,610,2 5,0+0,1 0,640,8 7,50,2
Indometacina® 0,5 6,5+1,0 6,0+0,5 - 0,5+1,0 7,041,2
Meloxicam® 0,5 5,0+1,0 4,0+0,8 1,0+1,3 8,2+0,8
Nabumetona® 5 4,8+1,0 4,041,2 0,8+0,9 8,5+0,8
Diacereina® 5 4,5+0,9 3,540,9 1,040,8 7,8+1,3
Dexametasona® 0,05 4,0+1,2 3,040,3 1,040,9 7,5+0,5
Indometacina®™+P 0,5 + 3,5+1,0% 2,3+0,8% 1,2+1,0% 5,0+1,0%
DTC? 10 .
Meloxicam®+ 0,5+ 3,0+1,0% 2,0+1,0% 1,0+1,0 5,0+1,2%
PDTC® 10
Nabumetona®+ 5+ 10 3,0+1,0% 2,5+0,3% 1,5+0,8% 4,5+0,7t
PDTC®
Diacereina®™ 5+ 10 2,5+0,8% 2,0+0,5% 0,5+0,8 3,0+1,2¢
PDTCY
Dexametasona® 0,05 + 0,9+0,8% 0,4+0,1% 0,540,2 0,2540,8%
PDTCH 10

Os parametros foram analisados 4 h ap6s a administragdo da carragenina ou solugdo salina, a-
Avaliado através da média do extravasamento de azul de Evans; b- Administrado pela via
intraperitoneal, 30 min antes; c- adminstrado pela via oral, 30 min antes; d- Administrado pela via
intrapleural, 30 min antes, Os valores representam a média + e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). As
diferengas estatisticas foram determinadas através do teste de ANOVA, complementados com teste
de Dunnett e estdo representadas pelo simbolo: 1 P < 0,01.
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Tabela 7- Efeito da associagdo de doses subliminares do inibidor do fator de
transcricdo nuclear NF-Kappa B (sulfasalazina) e de drogas antiinflamatérias, no

modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%) ,em camundongos (4 h)

Grupo Dose Leucécitos Neutrofilos Mononucleares Exsudato®
(mghkg)  (x10% (x 10°) (x 10°) (ug/ml)

Salina® - 1,302 - 11+07- - 02402 - 0,02+0,1
Sulfasalazina 10 1,5+0,5 1,040,2 0,5 0,2 0,0
Carrageninad - 5,610,2 5,0+0,1 0,610,8 7,510,2
Indometacina® 0,5 6,5+1,0 6,0+0,5 0,5+1,0 7,041,2
Meloxicam® 0,5 5,0+1,0 4,0+0,8 1,0+1,3 8,2+0,8
Nabumetona® 5 4,8+1,0 4,0+1,2 0,8+0,9 8,540,8
Diacereina® 5 4,5+0,9 3,5+0,9 1,0+0,8 7,8+1,3
Dexametasona® 0,05 4,0+1,2 3,040,3 1,0+0,9 7,540,5
Indometacina® 0,5 + 4,0+1,3% 3,010,8% 1,0+1,0% 5,0+1,0%

sulfasalazina® 10

Meloxicam®+ 0,5+ 3,8+1,4% 2,0+1,0 1,8+1,0 4,0+1,2%
Sulfasalazina® 10

Nabumetona®+ 5+ 10 4,2+1,5% 3,0+0,3 1,2+0,8% 42+0,7%
Sulfasalazina®

Diacereina®+ 5+ 10 3,56+1,3% 2,0£0,5 1,540,8 3,0+1,2%
Sulfasalazina®
Dexametasona® 0,05 + 1,440,7% 0,6+0,1% 0,8+0,2 1,0+0,8%

+sulfasalazina® 10

Os parédmetros foram analisados 4 h apés a administragdo da carragenina ou solugio salina, a-
Avaliado através da média do extravasamento de azul de Evans; b- Administrado pela via
intraperitoneal, 30 min antes; ¢- adminstrado pela via oral, 30 min antes; d- Administrado pela via
intrapleural, 30 min antes, Os valores representam a média + e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo).
As diferengas estatisticas foram determinadas através do teste de ANOVA, complementados com
teste de Dunnett e estdo representadas pelo simbolo: £ P < 0,01.
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4.1.6 Andlise da resposta inflamatoéria sistémica no modelo experimental da
pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos
e Aniélise da permeabilidade vascular em animais com pleurisia
Nas duas fases da resposta inflamatéria induzida pela carragenina, nao foi
observado alteragdes significativas nos nivei.s (mediana e amplitude) de azul de
Evans nos orgaos estudados, 4 e 48 h: baco: 36,5; 30-71 e 43,4; 16,6-33,4 ng/g
de tecido umido; pulmao: 48,4; 50,3-164,5 e 48,1; 2'14,,5-49,2' ug/g de tecido
Umido, respectivamente) em comparag&o ao grupo-controle bago: 42? 20-59,3;
pulméo: 39,3; 21,5-65,8 ug/g de tecido uimido (P > 0,01). Além disso, no coragéo
e nos rins também nao foram observados diferengas significativas deste
parametro quando comparados ao grupo-controle, sendo os valores dos niveis de

azul de Evans encontrados inferiores a 1 ug/g de tecido umido.'

v 4.1; 7 Anélise dos antigenos leucocitarios (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45)
no sangue total e em tecidos (pulmdo e baco) de animais com
pleurisia
As concentragbes dos marcadores leucocitarios (CD8, CD11a, CD18,

CD25 e CD45) em amostras de sangue total de animais com pleurisia (4 e 48 h)

nao diferiram em relagdo ao grupo-controle (P > 0,01) (Figura 23C).

Em relacdo ao pulmao, observou-se aumento de células positivas para

CD18 em ambas as fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina (1%)

(P < 0,05) (Figura 23B e 25). Aumento significativo da expresséo celular do CD45

foi observado apenas na segunda fase (48 h) desta resposta inflamatéria (P <
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0,01) (resultados n&o mostrados). Além disso, no modelo da pleurisia induzida
pela carragenina, nenhuma alteragdo na expressao dos marcadores leucocitarios

estudados foram observados no bago (Figura 23D).

_‘
o
)

]
>

~a- CD112 100
2 3 | z . —~—CD18 B ~a- CD11a
a® 75 »
:z w 754 -—CD18
owﬁ . - 4e)
8ga sof 3
Dg w39 504 . *
=] nog .
- &% . oD B
uloa 25 }562 25 t/’___{
[= §- 0
e & 20
& 0 o % .
¢ 4n 48h c ah 48h
1501 C
—=—CD11a
4 1254 ——CD18 150 -
292 10/ D ~a- CD11a
Q0b m§125' ——CD18
'89" 754 & % 100
BED - mgg 75
432 838 T e
Qg < 25 Rz 50
ES @ 0 = gg 254
c
c 4h 48h E§ 0- o

Figura 23- Percentual dos linfécitos CD11a e CD18 positivos na cavidade pleural (A), pulméo
(B). sangue total (C) e bago (D) obtidos de animais-controle (C) e com pleurisia.
Cada linha representa a média de um poo/ de 2 a 4 6rgdos de 4 a 6 animais, em
cada grupo de experimentos e os simbolos (*)indicam o e.p.m. ** P < 0,05.
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Figura 24- Analise pela citometria de fluxo de leucécitos CD18 positivos da cavidade pleural de animais-
controle (tratados com salina) e com carragenina (Cg, 1%). ITCF = isotiocianato de fluoresceina.
O painel superior, quadrante direito e M1 representam as células posmvas Os dados
representam a média de 3 a 4 experimentos de um pool de 3-4 animais.
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Figura 25- Analise pela citometria de fluxo de leucécitos CD18 positivos do pulméo de animais-controle
(tratados com salina) e com carragenina (Cg, 1%). ITCF = isotiocianato de fluoresceina. O
painel superior, quadrante direito e M1 representam as células positivas. Os dados
representam a média de 3 a 4 experimentos de um pool de 3-4 animais.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho contribuem significativamente para
ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos relacionados com o
processo inflamatério na cavidade pleural. No caso especifico, foram
estudadas: a participagdo de mediadores inflamatérios (bradicinina, 6xido
nitrico, histamina, citocinaé), além das moléculas de adesdo nas duas fases
(4 e 48 h) da resposta induzida pela carragenina na cavidade pleural de
camundongos, bem como as possiveis implicagdes sistémicas deste processo
inflamatério. No futuro, a confirmagdo dos resultados alcangados com
experimentos cbmplementares servird para orientar novos estudos ou o
desenvolvimento de drogas com potencial terapéutico antiinflamatério.

A :resposta" inflamatéria bifasica (4 e 48 h) induzida pela carragenina,

~

tanto em relagdo a exsudagdo como a migracao celular, foi paralelamente
acompanhada pelo aumento das concentragdes de nitrito/nitrato na cavidade
pleural de camundongos. Tais resultados estdo de acordo com estudos
realizados por TRACEY et al. (1995), que demonstraram estar o 6xido
nitrico envolvido na resposta. inflamatéria induzida pela carragenina na
cavidade pleural de ratos. Suas experimentacdes evidenciaram que a
atividade da 6xido nitrico-sintase nas células inflamatérias da cavidade
pleural de ratos estava aumentada. Por outro lado, essa atividade mostrou-
se independente do complexo calcio/calmoduling, irndicando, assim, a
inducdo da isoforma 6xido nitrico-sintase induzida nas células inflamatérias
da cavidade pleural de ratos. Além disso, é importancia do papel do éxido

nitrico tem sido demonstrada em outros modelos de inflamagdo, como, por
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exemplo: no edema de pata induzido pe‘la carragenina (IALENTI et al., 1992),
na inflamacéo neurogénica induzida pelo 6leo de mustarda, na pele de pata
de ratos (LIPPE et al., 1993), além da inflamag&o crbonica demonstrada no
modelo da artrite (JALENTI et al., 1993; MCCARTNEY-FRANCIS etal.,1993).
ASsim, pelos resultados apresentados até o momento, é possivel sugerir que
os niveis de nitrito/nitrato encontrados na cavidade‘pleural de camundongos
representam, também, a liberagdo do &xido nitrico pelas células da cavidade
pleural, apos ativacdo das enzimas NO-sintases constitutiva e induzida. Ja o
aumento nos niveis da mieloperoxidase foi somente detectado na primeira
fase (4 h) da resposta inflamatoria, mantendo uma correlagdo positiva com o
numero de neutréfilos. Tais constatacbes estdo de a.cordo com dados
apresentados na literatura que demonstram ser esta enzima
(mieloperoxidase) um marcador de neutréfilos (KRAWIZ et al., 1984; RAO et
al., 1993). Por outro lado, o fato de as concentragcdes de nitrito/nitrato néo
estarem correlacionadas nem com os niveis de neutréfilos nem com os de
mononucleares € indicativo de que o éxido nitrico provém de diferentes fontes
celulares, além dos leucécitos (Dl ROSA et al., 1996; BARNES et .al., 1998).
Observa-se, também, que, na primeira fase (‘4. h) da resposta inflamatéria
induzida pela carragenina, os niveis de leucécitos, da mieloperoxidase, bem
.como a exsudacgdo, foram reduzidos, de forma significativa, por drogas
antiinflamatérias esteroidais e nao-esteroidais. Contudo, os niveis de
nit;ito/nitrato foram inibidos pela diacereina, pela nabumetona e por inibidores
especificos da enzima NO-sintase. O mesmo nédo ocorreu em relagéo a

segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria, em que somente a
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dexametasona e a diacereina inibiram os leucécitos, e a terfenadina, a
estdagéo. Os resultados obtidos sugerem que o efeito inibitério das drogas
aqui estudadas sobre os parametros inflamatérios analisados néo ocorre de
forma uniforme. Além disso, essas drogas antiinflamatérias podem exercer
seu papel por meio da inibi¢éo da via da mielopefoxidase, das enzimas NO-
sintases, ou ambas as vias.

Outra etapa do protocolo experimental aqui discutido foi avaliar a
participacdo do receptor B: da bradicinina, no modelo estudado, em
camundongos (SALEH et al., 1998, FRODE-SALEH et al., 1999). Vdrias
evidéncias tém demonstrado o envolvimento das cininas por meio da ativacao
dos receptores B; ou B2, modulando, assim, as respostas inflamatérias e
| analgésicas (HALL, 1992; MARCEAU, 1995; HALL e MORTON, 1997). Além
dvisso, a bradicinina, nas vias aéreas da maioria das espécies animais,
promove broncoconstricdo, estimulagcdo das fibras nervosas sensoriais,
aumento de secrecdo e muco, e também extravasamento plasmatico
(BARNES et al, 1988; LEMBECK et al., 1991, SAKAMOTO et al., 1992,
1993). Estudos em que foram utilizadas técnicas com radioligantes e testes
in vitro, com traquéia de cobaia, demonstraram a presenca de sitios
espeCifiCos para os receptores B2 da bradicinina, em tecidos das vias aéreas
de diferentes espeécies animais (TRIFILIEFF et al.,, 1991; FIELD et al.,1992).
Observa-se, ainda, que a distribuicdo desses sitios, no puimao de cobaia e
em humanos, correlaciona-se com os efeitos funcionaisvdas cininas, sugerindo
que a bradicinina possui agdo direta na musculatura lisa periférica das vias

aéreas (MAK e BARNES, 1991). Estudos tém demonstrado que a
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administragdo de bradicinina, por meio de aerossoéis ou instilagdo, promove
broncoconstricdo em humanos e em cobaia, por meio da estimulagéo de fibras
nervosas sensoriais, que, por sua vez, liberam acetilcolina das terminagées
pés-ganglionares (ICHINOSE e BARNES, 1990; ICHINOSE et al., 1990).

Os antagonistas peptidicos estudados erh nosso modelo experimental,
HOE 140 e NPC 17731-que possuem tanto uma meia vida média prolongada
(maior que 6 horas) como maior poténcia, em comparagdo com outros
previamente desenvolvidos (KYLE et al., 1991; WIRTH et al., 1991)-, foram
efetivos em bloquear, de forma significativa, a primeira fase (4 h) da reacao
inflamatéria induzida pela carragenina, indicando que este receptor esta
ehyollvido no modelo de inflamacgdo. Tais resultados s&do relevantes, uma vez
gue revelam possuirem os agentes envolvidos potencial terapéutico (WIRTH
et al,, 1991_), e apoiam as evidéncias de que os antagonistas peptidicos do
re‘.'ceptor B2, da bradicinina, além de suas propriedades analgésicas,
anélisadas nos modelos de dor induzida por cristais de uratos, formalina ou
acido abético (SfERANKA e BURCH, 1991; BHOOLA et al., 1992; CORREA e
CALI}XTO, 1993; DE CAMPOS et al., 1996; 1999), também possuem acéo
antiinflamatéria. Todavia, a administracdo prévia de cada um dos compostos
- ndo modificou os parametros inflamatérios observados 48 h apds a injecdo do
agente flogistico.

Em nossos estudos, os efeitos antiinflamatérios do HOE 140 e do NPC
17731, na dose de 1 pmol/cav., foram significativamente prolongados. As
conclusbes s&o apoiadas no fato de que se pdde observar inibicdo

significativa, tanto da migracdo celular como da exsudacdo, quando tais
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antagonistas foram administrados até 24 h antes da indugéo da pleurisia.
Além disso, os resultados obtidos com o HOE 140 e o NPC 17731 foram
também validados em outro grupo de experimentos, em que se utilizou outro
antagonista nao-peptidico l“do receptor B, da bradicinina: NPC 18884
(CHAKRAVARTY et al., 1996). Este composto, administrado pelas vias
intraperitloneal ou ofal, agiu de forma dose-dependente, inibindo os mesmos
parametros inflamatérios estudados. Estes resultados confirmam, portanto, a
eficacia dos referidos agentes, no tratamento do processo inflamatério,
quando administrados por via oral (WIRTH et al., 1991).

A anadlise conjunta dos resultados obtidos com HOE 140, NPC 17731 e
NPC 18884 permite concluir que a primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria
induzida pela carragenina é, em parte, mediada pela bradicinina, com a
ativacdo do seQ receptor Bz, confirmando estudos realizados por diversos
autores em outros modelos de inflamag¢do aguda induzidos por este mesmo
agente flogistico (COSTELLO e HARGREAVES, 1989; BURCH e DEHAAS,
1990; DAMAS et al., 1990; WIRTH et al., 1991; DE CAMPOS et al., 1996).
Além disso, as propriedades antiinflamatérias dos antagonistas seletivos do
receptor B2 da bradicinina podem ser ferramentas farmacolégicas importantes
na investigacdo do papel das c_ininas em processos fisiolégicos e patoldgicos,
bem como no desenvolvimento de novas drogas para o tratamento dos
processos inflamatérios, principalmente das vias aéreas, como no caso da
asma brénquica.

Neste modelo experimental, foram também realizados experimentos

para analisar o papel da bradicinina na liberacdo de 6xido nitrico e da
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mieloperoxidase. Sabe-se que a cadeia de eventos extracelulares que se
segue a ativacéo do receptor B2 da bradicinina resulta na geracéo de distintos
segundo-mensageiros, entre eles o 6xido nitrico, produtos da via do &acido
araquidonico, dando-se também o aumento de calcio intracelular, importante
para a liberacdo de enzimas como a mieloperoxidase. NO modelo
experimental estudado, o HOE‘14O e o NPC 17731 nao foram efetivos em
inibir a geragéo de Oxido nitrico, avaliado indiretamente pelas.concentragées
de n.itrito/nitrato. A participagdo do 6xido nitrico, todavia, neste modelo, é bem
conhecida (SAUTEBIN e DI ROSA, 1994; SAUTEBIN et al., 1995; 1998;
TOMLINSON et al., 1994; TRACEY et al., 1995). Demonstrou-se aqui que o
aumento dos niveis de nitrato resulta da ativagdo das NO-sintases
constitutivas e da expressao da forma induzida em diferentes tipos celulares.

Em nosso modelo experimental de inflamagéo, a participagdo do 6xido
nitrico pode ser sugerida com base nas seguintes evidéncias: 1) aumento das
concentragbes de nitrito/nitrato em ambas as fases (4 e 48 h); e 2) eficiéncia
dos inibidores especificos das vias de sintese do éxido nitrico a L-NOARG e a
L-NAME em inibir a primeira fase (4 h) do processo inflamatério analisado.

Um aspecto que merece ser destacado, neste modelo de inflamacéo, é
a inibigdo da migracdo celular observada, mais especificamente de
neutréfilos, e da liberagdo de mieloperoxidase pelos antagonistas do receptor
B> da bradicinina. Levando-se em consideragdo que, em estudos anteriores,
SALEHV et al. (1997) demonstraram que a administragdo intrapleural de
bradicinina estimula a migragéo celular, preferencialmente de mononucleares,

os resultados alcangados indicam que esta cinina, além dos seus efeitos
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edematogénicos, também estimula o influxo de células para o ‘sitio do
processo inflamatério. Os dados do presente trabalho sugerem que este
mediador também esté envolvido com a migracéo de polimorfénucleares e a
liberagdo da mieloperoxidase.

Outro mediador envolvido na pleurisia induzida pela carragenina em
cémUndongos € a histamina. A conclusdo é baseada nos reéultados em que a
terfenédina, antagonista do receptor H; da histamina, causou diminui¢édo
significativa tanto da migragéo celular como da exsudagéo, na primeira fase (4 h)
do processo inflamatorio. Comq a terfenadina, na dose estudada, foi capaz de
também .inibir a exsudacgdo apos 48 h, é possivel sugerir que a histamina participa
de ambas as fases (4 e 48 h) da resposta inflamatéria. Ja se comprovou que esse
médiador liberado dos mastécitos exerce papel importante no aumenfo da
permeabilidade‘\./ascular, no sitio do processo inflamatério (GREIFF et al., 1998;
EVILEVITCH et al., 1999; MCDONALD et al., 1999). Todavia os resultados obtidos
com o antagonista do receptor Hy da histamina permitem também sugerir que tal
mediador esté envolvido no processo de migragéo celular, na inflamagéo induzida
pela carragenina na cavidade pleural dé camundongos.

Outro mediador importante e claramente envolvido na primeira fase (4 h) da
resposta inflamatéria induzida pela carragenina, em nosso modelo experimental,
séo bs prostandides. Este fato é comprovado pela constatagdo de que drogas
antiinflamatérias esteroidais e nao-esteroidais inibiram os niveis da
mieloperoxidase, da migragdo celular e da exsudagdo causadas pela
carragenina. Além disso, estudos realizados por TOMLINSON et al., 1994,

demostraram que neste modelo de inflamagdo € observado aumento da atividade
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~ da ciclooxigenase, bem comé da oxido-nitrico sintase induzida. O NO pode
também aumentar a sintese de prostandides, por meio de reacbes de nitrosilagéo
do residuo de cisteina existente no dominio catalitico da enzima ciclooxigenase
(HAJJAR et ai., 1995). De fato, a estimulagdo ou inibicdo da produgdo de éxido
nitrico, em tecido pulmonar de ratos, esta associada ao aumento ou a diminuicdo
de metabétitos da via do acido araquidonico (6-ceto-PGFa), sugerin‘do que o
o6xido nitrico pode modular a produgéo de prostandides, resultando na
amplificagdo da resposta inflamatéria (SAUTEBIN e DI ROSA, 1994). O mesmo
resultado nao foi observado na segunda fase (48 h) desta resposta inflamatéria.
No entanto, ndo podemos descartar a participagdo dos prostandides na resposta
inflamatéria tardia (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina, pois diferentes
fatores podem contribuir para esta resposta, entre eles destacam-se: a
farmacocinética das drbgas estudadas, a eficacia em inibir as atividades d_as
enzimas COX-1 e COX-2 em diferentes tipos celulares, além do periodo de
tratamento prévio insuficiente dos animais. Em conjunto os resultados até agora
apresentados demonstram o envolvimento de multiplos mediadores liberados na
resposta inflamatéria a carragenina e os diferentes mecanismos de acgéo
antiinflamatoria, bem como diferentes grau de inibicdo das drogas utilizadas sobre
os niveis da mieloperoxidase, do nitrito/nitrato, da migragédo celular e/ou da
exsudacéo.

Em outra série de experimentos, demonstrou-se a participacéo da IL-1,
na primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria induzidé pela carragenina, em

camundongos, por meio do uso do antagonista natural do receptor da IL-1
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(IL1-RA) e de anticorpoé-policlonais (anti-IL-13). Estudos tém demonstrado
que os macréfagos sdo as principais fontes de liberagdo da IL-1B
(DINARELLO, 1988c). Além disso, outras células residentes também sao
capazes de produzir pequenas quantidades. desta citocina apds estimulagao
com a carragenina. A IL-1p também é capaz de induzir a liberagéo dé outras
citocinas, bem como metabdlitos da via do acido araquiddnico, amplificando a
resposta inflamatéria (DINARELLO, 1988c; DOZEN et él., 1989). Quando
liberada, a IL-1B interage com, pelo menos, dois tipos de receptores: tipo |
(IL-1RI) e tipo H (IL-1RH). O‘receptor do tipo | é encontradb principaimente
em Iihfécitos T e em fibroblastos, enquanto que o tipo Il é expresso em
linfécitos B, ‘monbcitos e neutréfilos. Entretanto diversos estudos tém
demonstrado a presenc¢a de receptores do tipo | nos neutréfilos e nas células
epiteliais (MATSUKAWA'et al., 1995; BRANDOLINI et al., 1997). Parece qué
a IL-1B age preferencialmente em receptores do tipo I, enquanto o
antagonista natural do receptor da IL-1 (IL1-RA), uma citocina antiinflamatoéria,
liga-se preferencialmente aos receptores tipo 1 e, com menos afinidade, ao
tipo Il (DINARELLO, 1988a, b; CARTER et él., 1990; AREND, 1991; 1993;
SI‘MMS‘ e DOWER, 1994; BROOKS et al, 1994). Sao, atualmente,
reconhecidas trés isoformas do IL1-RA: a secretéria (SIL-1ra), sintetizada
pelos mondécitos e macréfagos ativados (EISENBERG et al., 1990), e duas
intracelulares (iclL-1ral e iclL-1rall), produzidas pelas células epiteliais e por
polimorfonucleares, respectivamente (HASKILL et al.,, 1991; MUZIO et al.,

1995).
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A administracdo do IL1-RA associado a carragenina inibiu de forma
significativa a migragao celular, céracterizada pelo influxo de neutréfilos, e a
exsudacgéo, na cavidade pleural, tanto apés 4 h como apdés 48 h. Esses
resultados estdo de acordo com trabalhos reali}zados por PERRETTI et al.
(1993), que demonstraram ter sido esse antagonista natural do receptor da IL-
1 efetivo em inibir a migracdo de neutréfilos induzida por esta citocina, no
modelo da bolsa de ar (air pbuch model), em camundongos, no choque
séptico induzido por Escherichia coli em pulmao de coelhos (OHLSSON et al.,
1990), na inflamagéo pulmonar aguda induzida por LPS ou IL-1 (ULICH et al.,
1991a, b), além de possuir efeito protetor no pulmédo de ratos, apoés a
administragédo intratecal de endotoxina ou da IL-1 (ULICH et al., 1991c). Os
efeitos antiinflamatérios do IL1-RA também foram demonstrados em outros
modelos in vitro, situagdes em que inibiu a producdo de PGE; liberada de
ﬁbroblastos. da derme, bem como a adesdo de neutréfilos a células endoteliais
(DINARELLO, 1988b; CARTER et al., 1990; AREND et al., 1991). Nestas
células, a importancia da ativagdo do receptor tipo | é bastante significativa,
em razdo de estar sua ativagio relacionada com a liberacéo de’ mediadores
quimicos, bem como com a migragéo celular. Além disso, no homem, o IL1-
RA tem sido relacionado a patogénese da sindrome da angustia respiratéria
(SARA), sendo que aumentos da morbidade e da mortalid;lde estao
correlacionados com baixas  concentragbes, no lavado 'bronco-alveolar

(DONNELLY et al., 1996).
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Por sua vez, a administracdo do anticorpo-policlonal arﬁi-lL—1B inibiu a
primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria induzida pela carragenina. E
interessante ressaltar que a agdo pré-inflamatéria desta citocina tem sido
evidenciada indiretamente através do emprego do seu anticorpo especifico
em varios modelos experimentais. Assim, estudos in vivo tém demonstrado
que o tratamento de camundongos com anticorpos ahti-IL—1B diminui: a
resposta inflamatéria induzida por endotoXinas no modelo de otite (KURONO
et al., 1998); a pleurisia e a peritonite induzidas pelo zimosan, em ratos e em
camundongos, respectivamente (PERRETTI et al., 1992); a artrite iﬁduzida
por imunocomplexo (VAN LENT et al., 1995) ou albumina bovina (VAN DE
LOO et al., 19953, b); além da formagao de granulomas pulmonares (FLORY
ef al., 1995).

Nossos resultados apresentados até agora, portanto, sugerem, em
consideraveis evidéncias, a participacdo da éitocina IL-1B na resposta
inflamatéria induzida pela carragenina, pois tanto o anticorpo-policlonal anti-
IL-18 como o antagonista natural do receptor da IL-1 (IL1-RA) inibiram os
parametros inflamatérios estudados.

Resultados semelhantes foram obtidos com o uso de anticorpos-
policlonais anti-TNFa. Estes anticorpos inibiram o influxo de leucécitos e da
exsudagdo na primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria induzida pela
carragenina. Estudos revelam que a administragdo de anticorpo anti-TNFa
inibe 0 edema e o influxo celular na artrite em ratos (ISSEKUTZ et al., 1994;

MIYAMOTO et al., 1997; SCHADLICH et al., 1999), a liberacdo de mediadores
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inflamatérios na colite induzida pelo acido trinitrobenzenosulfurico (VIDELA et
al., 1998), a migragédo de leucocitos na pleurisia causada pelo LPS
(EDAMITSU et al., 1995), além de prolongar a sobrevida de camundongos
no modelo de sepse induzida pelo extravasamento fecal (O'RIORDAIN et al.,
1996). Em experimentos in vitro, o anticorpo anti-TNFa também foi efetivo em
inibir a proliferacao de células pulmonéres estimuladas pelo LPS (KWONG et
al., 1998).

Em relacdo a segunda fase (48 h) do processo inflamatério estudado,
tanto os anticorpos anti-TNFo como os anti-IL18 aumentaram
significativamente a migracdo de leucocitos e a exsudagido. Este efeito
poderia estar, em parte, relacionado com a curta meia-vida do anticorpo, bem
como com a persisténcia do estimuio inflamatério. Além disso, a exata
concentragcdo do anticorpo necessaria para neutralizar a atividade da sua
citocina respectiva parece ser dependente do tipo de células envolvidas, das
condicbes de crescimento celular, bem como, do tipo de processo
inflamatorio estudado. Estes resultados s&o corroborados em estudos
realizados por DENIS} et al. (1991a, b) que demonstraram, pdr meio de
anticorpos seletivos anti-TNFa, que o TNFa possui papel importante no
controle da inflamat;éo pulmonar induzida por' Micropolyspora faeni, agente
causador de pneumonia, em camundongos. Além disso, o TNFa exerce
importante papel protetor em resposta a outros microorganismos, como, por
exemplo: Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginbsa, Klebsiella

pneumoniae e Micobacterium tuberculosis (FLYN et al., 1995; GOSSELIN et
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al., 1995; LAICHALK et al, 1996; TAKASHIMA et al.,, 1997). Estudos
realizados por SMITH et al. (1998), utilizando camundongos transgénicos,
que expressam inibidor para o TNFa, demonstraram que o TNFa contribui
para a defesa pulmonar contra agentes microbianos e que o efeito protetor,
em nivel pulmonar ou extra-pulmonar, depende da natureza do estimulo
inflamatorio. |

Em outra etapa do nosso protocolo experimental, foi utilizado o
anticorpo-policlonal humano anti-IL-8. Os resultados obtidos indicam que esta
citocina também exerce a¢des pré-inflamatérias, uma vez que 0s parametros
inflamatérios (influxo celular, as custas de neutréfilos) e a exsudagéo da
primeira fase (4 h) da pleurisia induzida pela carragenina foram
significativamente inibidos. MULLIGAN et al. (1993) demonstraram que
anticorpos especificos para a IL-8 inibiram o influxo de neutréfilos induzido por
endotoxinas no modelo da pleurisia em coelhoé. Além disso, no modelo
experimental anterior a administracdo do anticorpo anti-IL-8 inibiu o influxo
celular e a permeabilidade vascular induzidas por LPS (FUKUMOTO et al.,
1998), por bactérias gram-negativas (BOYLAN et al., 1994) ou por asbestos
(BOYLAN et al.,, 1992). Em modelos in vitro demonstrou-se que este
anticorpo inibiu a migracdo de leucécitos na artrite induzida por LPS, na
glomerulonefrite induzida por imunocomplexos e na .injuria de reperfuséo
pulmonar (HARADA et al., 1994). Os resuitados da literatura, juntamente com
os obtidos em nosso laboratério, apoiam as evidéncias de que o emprego

destes anticorpos, tanto em estudos pré-clinicos (STANDIFORD et al., 1990,
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1993; MATTHEUS et al., 1997) como clinicos (AL-MUGHALES et al., 1996),
apresentam efeitos antiinflamatérios.

Em nosso estudo, todavia, a administracdo per se das citocinas-
recombinantes citadas anteriormente reproduziram apenas parcialmente os
seus efeitos pré-inflamatérios. Desta forma, a administragao de IL-1 murino
ou do TNFd murino em associagdo com a carragenina causou apenas
aumento significativo da exsudacido na primeira fase (4 h) da resposta
inflamatéria. Em tais condi¢bes, as citocinas estudadas promoveram reducéao
significativa da migragcdo celular. Conforme anteriormente comentado, os
resultados discrepantes entre os protocolos em que se utilizou a citocina e em
que se utilizou o seu anticorpo espec'ifico podem estar, em parte, relacionados
com o fato de que as concentragbes das substancias, para induzir efeitos pré-
inflamatérios sdo bastante variaveis, ou pelo féto de que ambos os receptores
(tpo 1 e Il) da IL-1B sdo capazes de regular a reéposta inflamatéria,
promovendo a redugéao da migracao celular indUZida por esta citocina ou pelo
TNFa (MATSUSHIMA et al.,, 1986; HOLTMANN e WALLACH, 1987). A
diminuigéo da migragé'o celular poderia ser explicada, em parte, pela inibigéo
da expressdo de moléculas de adesdo e néo pelo bloqueio de mediadores
vasoativos induzidos por estas citocinas. Isto explicaria a diminuicdo da
migracgdo celular e 0 aumento concomitante da exsudacao. Embora seja dificil
interpretar estes resultados, os dados aqui apresentados mostram que a
migracéo celular e o aumento da permeabilidade vascular (exsudacéo)

ocorrem independentes um do outro. Em relagdo a segundavfase (48 h) desta
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resposta inflamatoéria, as citocinas apresentam efeité modulatério diferente. O
TNFo ndo modificou a migragdo celular e aumentou a exsudacédo, ao passo
que a IL-1B, em doses 10 vezes menores (0,05 ng/cav.), aumentou tanto o
influxo de leucécitos como a exsudagdo. Estes resultados sugerem que
diferentes mediadores inflamatérios estdo envolvidos em cada fase da
reposta inflamatéria induzida pela carragenina, na cavidade pleural de
camundongos (UTSUNOMIYA et al., 1991; ZASSHI, 1 997).

No presente estudo, a administragdo intrapleural da IL-8 humana em
associacdo com o agente flogistico causou aumento tanto da exsudacgéo
como da migragcéo celular. A‘ IL-8 € uma quemocina composta por 72
aminoacidos (MATSUSHIMA et al., 1988; STRIETER et al., 1989), razéo pela
qual esta implicada em varias doengas das vias aéreas, como, por exempio,
a fibrose pulmonar, a SARA e a bronquite cronica (CARRE et al., 1991;
MILLER et al., 1992; RICHMAN-EISENSTAT et a.l., 1993). A IL-8 é liberada
por diferentes tipos celulares, inclusive os macréfagos (STANDIFORD et al.,
1990, 1993a). Niveis aumentados de IL-8 tém sido encontrados no lavado
bronco-alveolar de pacientes com asma bfénquica‘ (STANDIFORD et al,
1990, 1993a, b). Além disso, estudos também tém demostrado que o TNFo ou
a IL-1P s&o capazes de aumentar a expressdo da IL-8 em células epiteliais e
em fibroblastos das vias aéreas de cobaia e de humanos (STANDIFORD et
al., 1990; 1993a; NAKAMURA et al., 1991). Em modelos animais, a IL-8 tem
sido encontrada na inflamagdo mediada por neutréfilos (BEAUBIEN et al.,

1990, BOYLAN et al, 1992). Além disso, nas mesmas condi¢cdes
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experimentais, a administracdo da IL-8 na cavidade pleural de camundongos
com a carragenina aumentou significativamente a migracdo de
polimorfonucleares somente na primeira fase (4 h) da pleurisia, demonstrando
que esta citocina possui efeitos distintos em relaé:éo as duas fases da
resposta inflamatéria, bem como das outras citocinas aqui estudadas. Os
resultados encontrados estdo, portanto, de acordo com outros estudos
realizados por PERRETTI et al. (1992) e por VAN DEN HEUVEL et al.
(1998), que demonstraram que a IL-8 é um potente agente quimiotatico para
os neutréfilos. Considere-se, também, que estudos in vitro utilizando-
neutréfilos humanos demonstram que a ativacdo do receptor do tipo | da IL-
1B, por meio desta citocina ou do TNFa, potencializa a liberagéo de elastase
dos neutréfilos, bem como promove Va quimiotaxia destas células, em
resposta & IL-8 (BRANDOLINI et al., 1997). A IL-8 também pode induzir a
liberagdo de outras citocinas, como, por exemplo,‘ a IL-1B e o IL-1RA,
amplificando a liberagcdo de outras citocinas (MATSUKAWA et al., 1985). O
efeito da IL-8, na segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria, foi menos
intenso, havendo aumento, apenas da exsudagdo, somente quando se
utilizaram doses mais elevadas (100 ng/cav.). Este fato poderia ser explicado
pelos achados predominantes de células do tipo mononucleares, nesta fase
do processo inflamatério.

Diante do acima descrito, ndo se pode descartar também a
possibilidade de que vérios fatores possam estar-se combinando para as

diferengas nos resuitados observados, tanto na permeabilidade vascular como
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no influxo de células. Possiveis diferengas relacionadas com o sitio do
processo inflamatério, com a espécie animal estudada, bem como com a
estrutura molecular das citocinas empregadas, a n.atureza do agente
flogistico, o periodo de tempo em que os parémétros foram estudados, entre
outros aspectos, poderiam influenciar sua ligagcéo com os respectivos
receptokes como determinar maior ou menor suscetibilidade a degradagéo
enzimatica. Esta hip6étese ndo pode ser descartada, uma vez que ndo se
dispbe na literatura das dosagens das citocinas uti‘Iizadas neste modelo
experimental. Neste contexto, no modelb da pleurisia, induzida pelo zimozan,
em ratos, 0 aumento das concentragdes do TNFa e da IL-18, que ocorre no
exsudato pleural 1-2 h apds a administracdo do agente flogistico, precede o
ihflUxo de neutrdfilos, que ocorre 4-5 h apés (UTSUNOMIYA et al.,, 1998).

Em relacdo as citocinas-recombinantes com atividade antiinflamatodria
reconhecida, a IL-6 murino e a IL-10 humana foram também estudadas no
modelo da pleurisia, em camundongos. Neste trabalho, a administragéo de
anticorpos-policlonais anti-IL-6 causou aumento significativo da exsudacéo (4 e 48
h) e da migracdo celular (48 h). Vérios trabalhos tém démonstrado que a
administracédo do anticorpo anti-IL-6 potencializa vérios parametros inflamatorios.
Desta forma, em camundongos, este anticorpo inibiu a expresséo do RNAm para
o IL1-RA, no modelo de infecgdo oral .induzida pela Yersinia enterocolitica
(JORDAN et al, 1995) e aumentou o influxo de neutréfilos e de Iinfécitos

pulmonares induzido pelo Pneumocistis carini (CHEN et al., 1993).
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. Em contrapartida, a IL-6 utilizada inibiu os parametros da primeira (4 h) e
da segunda (48 h) fases do processo inflamatério estudado. Estes resultados
confirmam estudos realizados, em pulrhéo de camundongos, no modelo de
choque séptico, em que se observou que esta citocina possui papel
antiinflamatério importante, tanto em nivel local quanto sistémico (XING et al,
1998). Outros estudos, utilizando o mesmo modelo experimental, sugerem que a
IL-6 exerceria estes efeitos através do controle da expresséo dos genes para o
TNFo e para a IL-1$ (ULICH et al., 1991c).

De maneira similar a citocina-recombinante IL-6 murino, a IL-10 humana
também foi efetiva em inibir o processo inflamatério no modelo experimental
estudado. Esta citocina inibiu significativamente os parametros inflamatérios
(migragao celular e exsudacéo) apenas 4 h apds a administracdo da carragenina.
Essa inibicdo poderia ser atribuida, em parte, a suas propriedades inibitérias
sobre outras citocinas, como o TNFa e a IL-1B, responsaveis por induzir
exsudagdo e quimiotaxia celular (FIORENTINO et al., 1991; QIU et al., 1999;
SHIN et al.,, 1999). As.propriedades antiinflamatérias} desta citocina tém sido
descritas, em varios modelos animais de inflamagdo (ZUANY-AMORIM et al.,
1995; 1997, VAN DER POLL et al. 1995), inclusive os que utilizam a carragenina
(POOLE et al., 1995), o LPS (FIORENTINO et al., 1991) ou a bradicinina (POOLE
et al., 1995) como agentes flogisticos. Outros estudos também tém demonstrado
que a IL-10 reduz a agdo quimiotatica da IL-8, por meio de varios mecanismos,
como a inibicéo do fator de transcricéo nuclear (NF-xB), aumentando a expresséo

da proteina Ik-B (WANG et al., 1995; EHRLICH et al., 1998), a sintese de anion
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superoxido (BOGDAN et al,, 1991) e de metabdlitos do NO (GAGINELLA e
WALSH, 1992) liberados pelos monécitos e macréfagos ativados.

Em relagédo a segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria analisada, a
IL-10, na dose estudada, n&o alterou os parametros inflamatérios estudados.
Como se comentou anteriormente, fatores como meia vida, especificidade,
natureza dos estimulos desencadeantes desta segunda fase poderiam justificar,
em parte, as diferencas..

O conjunto dos resultadbs sugere é participagcdo das citocinas: IL-1,
TNFa, IL-6, IL-8 e IL-10 na pleurisia induzida, pelé carragenina, em camundongos.
Em relagdo a segunda fase (48 h), os resultados negativos obtidos ndo permitem
descartar sua participagdo, uma vez que o perfil temporal destes marcadores
inflamatdrios na reacgdo inflamatéria ainda nao foram estabelecidos. Além disso,
estas citocinas, de alguma forma, estdo envolvidas tanto na primeira (4 h) como
na segunda (48 h) fases da resposta inflamatéria induzida pela carragenina,
promovendo ou controlando eventos vasculares e/ou celulares. A inexisténcia de
dados anteriores prejudica, em parte, a interpretagdo dos resultados dos
protocolos em que foram utilizadas as citocinas. Todavia, em que pesem as
restricbes quanto a sua especificidade e & meia vida, tanto as citocinas quanto
seus anticorpos especificos constituem ferramenfas adequadas para explorar tais
aspectos da reacdo inflamatéria utilizada.

Em outra etapa do nosso protocolo experimental, avaliou-se a
participagdo do fator de transcricdo nuclear NF-«xB, tendo em vista sua

importancia no sinal de transdugéo do processo inflamatério.
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O NF-xB, conforme ja comentado, exerce papel importante na
regulacdo de genes relacionados com a inducdo de diversas proteinas
(enzimas, por exemplo) do processo inflamatério, sendo, inclusive, capéz de
estimular a transcricdo de diversas citocinas, como, por exemplo, o TNFoL, a
IL-183, a IL-2, a IL-6, a IL-8, entre outras (SIEBENLIST etv al., 1994). Estudos
demonstraram que a ativacio do fator de transcri¢do nuclear NF-xB pode ser
inibida, in vitro, por uma variedade de agentes antioxidantes enzimaticos ou
ndo-enzimaticos, radicais livres e agenteé quelantes de metais como a
superoxido-dismutase (SOD), a catalase, a peroxidase glutationa redutase
(GSH), a N-acetilcisteina, os derivados da vitamina E, o &cido lipbico alfa e
certos carbamatos como a pirrdlidineditiocarbamato (PDTC) (SCHRECK et al.,
1991; CONNER et al., 1996; BOHRER e NAWROTH. 1998; GRISHAM, 1999).
Embora muitos estudos, in vitro, tenham demonstrado o papel do NF-xB, no
controle do processo inflamatério, ainda n&o estéd claro o seu papel em
modelos in vivo.

Neste trabalho, o PDTC administrado 1 h antes do agente flogistico
promoveu inibicdo significativa dos parametros inflamatorios estudados
(exsudagao e migragdo celular), na primeiré fase (4 h) da resposta
inflamatoria causada pela carragenina. SAKURATA et al. (1996)
demonstraram, por meio de técnicas imunofluorescentes, que a translocagéo
da fragdo p65 do fator de transcricdo nuclear NF-xB do citoplasma para o
nacleo, em cultura de fibroblastos da cavidade articular, de pacientes com

artrite reumatdide & do tipo bifasico. A translocacdo desta fracdo para o
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nucleo é observada 30 m_in apds o estimulo, permanecendo durante 1 hora.
Decorrido esse periodo, o fator r.1uclear NF-xB é detectado novamente no
citoplasma, sendo que de 6 a 9 horas apds migra novamente para o nucleo,
permanecendo a reagdo de imunofluorescéncia positiva até 12 horas apés o
estimulo. Ressalta-se, todavia, que as propriedades antiinflamatoérias do
PDTC nao resultam exclusivamente das suas acgdes inibitérias sobre o fator
de transcricdo nuclear NF-xB. Assim, varios estudos tém demonstrado efeitos
antiinflamatérios deste agente, por meio ;:Ie outros mecanismos, incluindo o
aumento da liberagcdo de IL-10 ou de outro fator de transcrigdo nuclear
denominado AP-1 (NEMETH et al., 1998; MEYER et al., 1993; PINKUS et al.,
1996), inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo do tipo ICAM-1
(SAKURATA et al.,, 1996; SAKURAI et al., 1996). Além disso, o PDTC
também é capaz de inibir, de forma direta, a atividade da COX-2, tanto em
macréfagos (D'ACQUISTO et al., 1997; NEWTON et al., 1997) como em
células mesangiais de rato (TETSUKA et al., 1996).

Complementando os resultados acirha, outro inibidor do fator de
transcricdo nuclear NF-xB estudado foi a sulfasalazina. Esta droga também
foi efetiva em inibir os mesmos parametros inflamatérios na primeira fase (4 h)
da resposta inflamatéria analisada. As propriedades antiinflamatérias do
medicamento s&o bastante conhecidas. Atribuem-se a este agente: a inibi¢ao
da quimiotaxia de granuldcitos, a liberagdo de anions superoxidos, a sintese
da IL-2, a proliferagcdo de linfocitos, a produgao de IL-1 pelos mondcitos, bem

como a liberagdo de adenosina, no sitio do processo inflamatério (CARLIN et
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al., 1989; GAGINELLA e WALSH, 1992; GADANGI et al., 1996). Outro
possivel mecanismb de acdo antiinflamatéria da sulfasalazina é explicado
pelo sequestro de metabdlitos intermediarios do NO pelos neutrdfilos, pelos
mondcitos e pelos macréfagos (GIONCHETTI et al., 1991; GRISHAM, 1993).
Por sua vez, tem-se descrito que a sulfasalazina inibe a ativagédo do fator de
transcricéo nuclear NF-FkB em células de cdlon (SW620) estimuladas por
TNFa, LPS ou forbol-ester (WAHL et al., 1998). Mais recentemente, foi
demonstrado que a sulfasalazina é capaz de impedir a translocagéo do fator
NF-xB para o nucleo através da inibicdo da fosforilagdo por uma proteina
quinase o (quinase a-lkB) ou outro sinal de trénsdugéo e subsequente
degradacdo da proteina IkB. (WAHL et al., 1998; LIPTAY et al., 1999).
Estudos tém também revelado que citocinas do tipo pré-inflamatérias, como,
por exemplo, o TNFa, a IL-1B, ou mesmo componentes do sistema
complemento (C5a) s&o importantes na inflamagdo pulmonar, em ratos.
LENTSCHI et al., 1998, demonstraram que a lesdo pulmonar induzida pela
formacdo de imunocomplexos é mediada, em parte, pelas citocinas do tipo
TNFa e IL-1B, por meio da ativagdo do fator de trénscrigéo nuclear NFxB. Os
autores mencionados demonstraram, ainda, qﬁe estas citocinas induzem a
ativacdo do NF-xB em células pulmonares de rato. Experimentos in vivo
também revelam que a administracéo intratecal de anticorpos especificos para
o TNFa e a IL-1f diminuiram a translocagdo do NF-«B, do ditoplasma para o
nucleo, por meio da degradacéo da proteina IkBa (LENTSCH et al., 1998). E

interesante ressaltar que, nestes experimentos, o tratamento simultaneo com
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anticorpos anti-TNFa e anti-IL-18 prombve inibicdo completa da ativagédo do
NF-«xB. Estudos utilizando antioxidantes, como, por exemplo, N-acetilcisteina
constatam que as mesmas inibem a ativacdo do NF-xB, bem como a
quimiotaxia de neutréfilos, na inflamacdo pulmonar, induzida por endotoxinas,
em ratos (BLACKWELL et al., 1996). O efeito inibitério da ativagéé do receptor
NF-«B poderia explicar o efeito benéfico da sulfasalazina no tratamento de
doencas inflamatérias crénicas, como a colite ulcerativa, a artrite reumatéide e a
toxoplasmose (LE ROUIC et al,, 1999; DOUGADOS et al., 1999; JUE et al,
- 1999, HAAGSMA et al., 1999; KAWAGUCHI et al., 1999; O’'DELL et al., 1999).
Em outro grupo de experimentos, | foi investigado o possivel efeito
sinergistico de doses subliminares de drogas antiinflamatérias esteroidais e néao-
esteroidais com o PDTC ou a sulfasalazina. Os resultados mostram que a
associacdo de doses subliminares das drogas mencionadas anteriormente com o
PDTC ou a sulfasalazina promoveram efeito inibitério sinergistico, inibindo a
migracao celular e a exsudacgao - PDTC: 38 a 84% e 34 a 97%; sulfasalazina: 11 a
75% e 34 a 87%, respectivamente. Os resultados obtidos sdo interessantes e
podem ser uma opgao clinica atraente, no caso da sulfasalazina, para a
administracdo cronica de drogas associadas em doengas inflamatérias. Por meio
desta associagcdo, constata-se também que se poderia evitar parte dos efeitos
colaterais conhecidos dos agentes antiinflamatérios disponiveis. Todavia estudos
complementares, incluindo andlise toxicoldgica, devem ser mais detalhadamente

desenvolvidas antes do seu uso na pratica clinica.
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Dificeis de explicar no momento os possiveis mecanismos de acgao
inibitéria dessa associagdo. No entanto ndo se pode descartar o fato‘ de que
cada droga age em um sitio diferente da resposta inflamatéria. E possivel,
entretanto, que a associagcdo do PDTC ou da sulfasalazina com as drogas
estudadas poderia promover, em conjunto, uma resposta de cboperagéo nos
efeitos inibitérios.

Em relagdo a associacdo do PDTC ou da sulfasalazina com a
dexametasona, estudos tém demonstrado que os glicocorticdides aumentam a
estabilidade de proteinas inibitérias do tipo IxB (SCHEINMAN et al., 1995;
AUPHAN et al., 1995, BOHRER e NAWROTH. 1998). Trabalhos, in vitro,
realizados por SCHREIBER et al., 1998, confirmam estudos anteriores
mostrando que os esterdides sdo capazes de inibir a ativagdo do complexo
p65 do NF-xB nas células intestinais de pacientés com doenga de Crohn
(SCHREIBER et al., 1995). Ja trabalhos realizados por BELLA et al., 1997, |
demonstram que a inibicdo da atividade do NF-kxB induz a apoptose em
hepatécitos murinos. Na verdade, a acdo antiinflamatéria e imunossupressora
dos glicocorticoides da-se principalmente por sua agdo em nivel de
transcricdo proteica. Estas drogas aumentam, também, a liberagdo de
diferentés agentes antiinflamatérios, como, por exemplo, a liporcortina-1 ou a
iL-10 ou o IL-1RA (SCHEIMMAN et al, 1995). Assim, estudos tém
demonstrado a eficacia da interagdo sinergistica entre esterdides e
ciclosporina ou entre esterdides e acido retindico, no tratamento da asma

bronquica (WRIGHT et al.,, 1995, WALLACE et al., 1996). Além disso, a
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expressdo de diversas enzimas inflamatérias, como, por exemplo, a COX-2 e
a NO-sintase induzida é mediada pela ativacdo do NF-«xB (XIE et al.,, 1994;
LIU et al., 1997; DACQUISTO et al., 1999). Este mecanismo pode explicar,
em parte, a interagdo sinergistica entré os inibidores do fator de transcrigéo
nuclear-NF-xB e as drogas antiinflamatérias utilizadas. Um outro mecanismo
seria a liberagdo de citocinas antiinflamatérias. E conhecido que a
administragdo exdgena de citocinas do tipo antiinflamatérias (IL-10 e 1L-13)
inibe a migracédo de neutréfilos induzida por imunocomplexos, no pulmao de
ratos, por meio da inibicdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias como o
TNFa, em nivel transcripcional e aumento da expressdo da proteina th_
(LENTSCH et al., 1997). Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer 0 mecanismo exato e o potencial terapéutico da interagdo entre o
PDTC e a sulfasalazina com as drogas antiinflamatorias estudadas.

Os resultados de nossos experimentos apresentados acima sugerem
que o fator de transcricdo nuclear NF-xB possui papel importante na
modulacéo da resposta inflamatoria induzida pela carragenina, no modelo da
pleurisia, em camundongos. A confirmagéo futura desta hipétese por meio de
estudos complementados com biologia molecular é imprescindivel, todavia,
para esclarecer estes achados. Além disso, os resultados também
demonstram uma acgdo antiinflamatéria  sinergistica das drogas
antiinflamatérias utilizadas e dos inibidores do fator NF-kB, sugerindo que
esta associacdo pode ser importante, no futuro, para a terapia de certos

processos inflamatdrios.
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Em outra etapé do nosso protocolo éxperimental, avaliou-se a participagao
de moléculas de adesao do tipo integrinas (CD11a, CD18) no lavado da cavidade
pleural, no sangue total e em tecidos de animais com pleurisia. No modelo
experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, cuja
resolugéo completa & observada 100 horas apds a administracdo do agente
flégistico na cavidade pleural (SALEH et al.,1996), alteragﬁes paralelas nos
Ieuqécitos sangtn’neos, caracterizadas por uma diminui¢édo significativa dos seus
niveis, foram observadas entre 4 e 48 horas (résultados n&o apresentados).

Estudos em diversos modelos experimentais vém demonstrando que‘o
complexo gli'cbprotéico CD11a/CD18 expresso em varios tipos de leucocitos &
importante para a migragéo celular no sitio do processo inflamatério (KILGORE et
al., 1998). Este complexo interage com as moléculas ICAM-1 e ICAM-2 expressas
nas células endoteliais'promovendo a adesdo firme dos leucécitos (MARLIN e
SPRINGER, 1987). Estas moléculas de adesio sdo denominadas de integrinas
e fisiologicamente tém baixa afinidade pelo seu ligante.. Nao s&o estocadas nos
granulos celulares e sua ativagao ocorre por meio da liberacdo de mediadores
quimicos, por exemplo, o PAF-acéter, a IL-8 (DIAMOND e SPRINGER, 1994) e
as citocinas pré-inflamatérias ou por ativagdo do fator de trénscrigéo nuclear NF-
kappa B. Ap6s o estimulo, ocorre uma mudanga conformacional das moléculas de
adesao presentes nos leucécitos e nas células endoteliais (PANES e GRANGER,
1998) e estas passam a adquirir alta afinidade pelo seu ligante (WALLEY et al.,
1996). A partir dai e com a liberacdo também de fatores quimiotaticos, ocorre a
ligagéo firme entre os leucécitos e o endotélio, permitindo, assim, a migragédo

celular (DANNER et al., 1989; WINDSOR et al.,1993; MURATA et al., 1994;
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DOWNEY e HAN, 1998). E importante ressaltar, ainda, que estudos em animais
knockout ou transgénicos tém demonstrado a importancia da expressdo de
moléculas de ades@o em nivel fisioldgico (JUNG et al., 1998, MIZGERD et al.,
1996, 1997; WALZOG et al.,1999). Além disso, a importancia bi'olc’)gica das B2-
integrinas, em humanos deve-se a constatacdo da doenca denominada de
deficiéncia de adesdo leucocitaria, uma doenca autossdmica recessiva
caractérizada por infecgbes recorrentes, formacdo de pus, edema e
anormalidades na fungdo de diferentes tipos celulares, como, por exemplo, a
migracdo de granuldcitos, mondcitos e linfoécitos (ANDERSON et al, 1985),
liberag&o .de mediadores quimicos (LTB4), por estas células, além da
desgranulagdo celular. Este tipo de doenca é atribuida a deficiéncia na expressio
do complexo CD11/CD18, resultado da mutacéo do gene CD18 (ANDERSON et
al.,, 1985). Além disso, em humanos com deficiéncia de CD18, constatou-se
migracdo inadequada de neutréfilos para os sitios do processo inflamatério, como
intestino e pele, apesar da presenca do agente infeccioso (HAWKINS et al,
1992). Em tais condigéeé, todavia, a migracdo de mondcitos e Ade linfécitos nao
esta comprometida. J4 a migracédo de neutréfilos para o espago bronco-alveolar e
pulmdes, em humanos ocorre via mecanismos independentes de CD18
(HAWKINS et al., 1992). Outros estudos realizados constataram que, de acordo
com o 6rgéo afetado ou o estimulo para induzir o processo inflamatorio, a
migracéo de neutréfilos para o sitio do processo inflamatério pode ser dependente
ou ndo da expresséo do complexo CD11a/CD18 (DOERSCHUK et al., 1990;

HELLEWELL et al., 1994; QIN et al., 1996; FLAHERTY et al., 1997).
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No presente estudo, nas duas fases (4 e 48 h) do modelo da pleurisia
induzida pela carragenina, observou-se aumento significativo de células
poéitivas para CD18 no exsudato, enquanto néo foram detectadas alteragcdes
estatisticas para o-CD11a, em comparagéo com 0 grupo-controle. Como a
migra¢éo de células na primeira fase (4 h) da pleurisia foi predominantemente
constituido por neutréfilos, e de acordo com o relato em outros modelos de
inflamagéo, pode-se sugerir que a express&o da molécula de adesdo do tipo
CD18 exerce papel importante para o influxo daquelas células. Por sua vez,
na segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria da pleurisia, que ocorre
basicamente és. custas de-monqnucleares, € possivel sugerir que a migragao
ocorra também através de mecanismos mediados pelo CD18. Tais
constatacbes estdo em acordo com estudos de peritonite induzida pelo
tioglicolato (WALZOG et al, 1999), em camundongos deficientes de CD18
(JUNG et al.,, 1998; WALZOG et al.,, 1999), bem como em humanos com
deficivé”ncia da adeséo'leucocitéria tipo 1 (BOWEN et al.,, 1982). Todavia,
MIZGERD et al. (1997), utilizando a mesma cepa de camundbngos deficientes
de CD18, n&o observaram alteracéo significativa da migracéo de leucdcitos,
em comparagéo com o grupo-controle, no mesmo protocolo de peritonite
induzida por tioglicolato estudado por WALZOG et al (1999). O conjunto
destes resultados permite sugerir, portanto, que a resposta inflamatéria
induzida pela carragenina na cavidade pleural de camlindongos € mediada
pela expressao de leucécitos CD18 positivos.

Embora tenha ocorrido diminuigéd dos leucdcitos circulantes em

animais portadores de pleurisia, os resultados da medida do extravasamento
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de azul de Evans em pulmbes e bagds dos animais indicam que, neste
modelo, ndo ocorre aumento da permeabilidade vascular a distancia.

Devido a presenca de diferentes tipos celulares no pulméo, avaliados

— pelo método-de citometria de fluxo (resultados ndo “apresentados), associada

as limitagbes do presente protocolo experiméntal, em que néo se dispunha

de marcador para neutrdfilos maduros, a analise da migracéo destas células

ficou prejudicada. Todavia, em que pesem o0s achados negativos de

permeabilidade vascular no pulmdo de animais com pleurisia, células

positivas para CD18, mas nado para CD11a, foram detectadas neste 6rgéo,
nas duas fases da resposta inflamatdria (4 e 48 h).

Embora ja tenha sido descrito, em trabalhos anteriores, que a resposta
inflamatéria do tipo bifasico (4 e 48 h) induzida pela carragenina, na
cavidade pleural de camundongos seja de carater reversivel, os resultados
do presente trabalho sugerem que o mesmo ndo é acompanhado de resposta
inflamatdria sistémica. Além disso, neste modelo experimental, a migrago,
tanto de neutréfilos como de mononucleares, parece ser dependente da

expresséo da molécula CD18 e indepehdente da CD11a.
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'~ 6 CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida pela

carragenina, em camundongos, indicam:

A participacdo dos seguintes mediadores e/ou mecanismos na resposta

inflamatéria induzida pela carragenina, na cavidade pleural de

camundongos

a) NO, uma vez que: /) observou-se aumento das concentragbes de nitrito/nitrato,
4 e 48 h ap0s a inducdo da pleurisia; i) inibidores especificos da enzima NO-
sintase: L-NOARG e L-NAME inibiram a migragdo celular e o exsudato da
primeira fase (4 h) da resposta inflamatéria induzida pela carragenina.

b) Mieloperoxidase, constatando-se aumento nos niveis desta enzima 4 e 6 h
apés a inducéo da pleurisia.

}c) Bradicinina, com a ativacao de‘ seus receptores do tipo By, uma vez que,
antagonistas seletivos peptidicos (HOE 140 e NPC 17731) e néo-peptidico
(NPC 18884) foram eficientes em inibir tanto a migracao celular como a
exsudac&o da resposta inflamatéria induzida pela carragenina (4 h).

d) Prostaglandinas, pois inibidores n_éb-seletivos da via da ciclooxigenase
(indometacina, meloxiéam, nabumetona e dexametasona) inibiram a resposta
inflamatdria estudada.

e) Histamina, constatando-se que a terfenadina (antagonista do receptor H; da
histamina) reduziu o nimero de leucécitos (4 e 48 h) e a exsudagéo (48 h) da

resposta inflamatéria induzida pela carragenina.
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f)

9)

n)

J)

Citocinas pré-inflamatérias (TNFa., IL-1B, IL-8) e antiinflamatérias (IL-6. [L-10).
com base nos resultados de que tanto anticorpos-policlonais como citocinas-
recombinantes, administrados diretamente na cavidade pleural juntamente com
a carragenina, reproduziram parcialmente seus efeitos pro-inflamatérios ou
antiinflamatérios. Além disso, a diacereina (redutor do numero de receptores
para a iL-1 inibiu significativamente a pleurisia induzida pela carragenina 4 h.

Fator de transcricdo nuclear NF-xB, pois inibidores desta via (PDTC e
suifasalazina) foram eficazes em inibir a resposta inflamatéria induzida pela
carragenina (4 h). Além disso, a‘ associagao de doses subiiminares de dregas}
antiinflamatoérias e dos inibidores (PDTC ou sulfasalazina) que isoladamente
nao foram eficazes, quando associados, mostraram efeito antiinflamatéric
sineraistico, inibindo tanto a migragdo celular como a exsudacio na pIeuriéia
ind.uzid.a pela carragenina (4 h).

Moléculas de adeséo do tipo CD18, constatando-se aumento da expresséo de

células CD18 positivas, na cavidade pleural e no puimdo. na primeira fase

{4 h) da resposta inflamatéria induzida pela carragenina.

U

Neste modelo experimental, ndo se observou resposta inflamatéria sisiémic:
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular nos pulmbes e no
bago, em que se pese o aumento da molécula de adesdo CDi8 em céiuias
puimonares. Contudo. a miaracdo celular de mononucleares e de neutréfilos é
dependente da express&o de moléculas CD18 e ndo CD11a.

Analisados em conijunto, os resultados obtidos no presente estudo confirmam e

ampliam os conhecimentos existentes em relacdo a participacdo de
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mediadores inflamatérios, como as cininas, as citocinas, as moléculas de
adesdo. aiém do fator de transcricdo nuclear NF-KB e de enzimas como a
mieloperoxidase e a 6xido nitrico sintase na resposta infiamatéria induzida peia
carraaenina, no modelo da pleurisia, em'camundon,gos.

K) O uso deste modelo experimental portanto, pode ser util para o estudo de

droaas com potencial atividade antiinflamatéria
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