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1. A migracao de neutroéfilos

os estdgios iniciais da maioria dos processos inflamatdrios, os neutréfilos

sdo os primeiros leucdcitos a serem recrutados para o sitio de agressdo

celular. Estes leucdcitos geralmente permanecem de 12 a 24 horas no local
de injuria tecidual, seguidamente inicia-se um processo de morte programada (apoptose), sendo
posteriormente fagocitado por macrofagos. A partir da 10" h surgem progressivamente
eosindfilos, macrofagos e linfocitos, permanecendo por cerca de uma semana no local
injuriado. Caso o agente agressor ndo seja removido, ocorre a perpetuacdo e cronificacdo do
processo.

Atualmente, estd bem determinado que a mobiliza¢do adequada e em tempo habil dos
leucécitos da microcirculacio para o foco inflamatério € um fendmeno essencial para a defesa
do organismo. Uma das etapas fundamentais para que ocorra a migracdo de neutréfilos € a
liberagdo de substincias quimioatraentes que irdo formar um gradiente de concentracio entre a
drea lesada e as vénulas pds-capilares, favorecendo a adesdo dos neutrdfilos com as células
endoteliais e dando inicio ao rolamento desses leucdcitos pelo endotélio vascular. Deste modo,
neutréfilos ativados apresentam inicialmente um rolamento pelo endotélio vascular mediado
por ligacdes fracas entre moléculas de adesdo da familia das selectinas, favorecendo a reducéo
da velocidade com que esses leucdcitos passam pelo vaso. Este processo é mediado por
interagdes especificas, embora fracas, entre as selectinas encontradas tanto nos neutrdfilos (L-
selectina) como nas células endoteliais (P e E-selectina). Seguinte a este evento, ligacdes entre
integrinas complementares dos neutréfilos e do endotélio favorece uma interacdo de maior
afinidade e, conseqiientemente, uma forte adesdo entre as células endoteliais e os neutrdfilos.
Neste processo, glicoproteinas denominadas B,-integrinas se ligam & moléculas da superfamilia
das imunoglobulinas, como 0 VCAM-1, PECAM-1 e ICAM-1. Uma vez aderidos ao endotélio,
os neutrofilos migram para os tecidos subjacentes por espacos abertos entre as células
endoteliais (diapedese) ou por dentro de fissuras formadas nas proprias células endoteliais
(migracdo transendotelial) (Zimmerman e cols., 1992; Huttenlocher e cols., 1995; Radi e cols.,
2001; Ley, 2002).

No foco inflamatério, os neutrdfilos sdo capazes de fagocitar, matar e digerir
microorganismos. Em seus grinulos citoplasmaticos, o neutréfilo possui vdrias enzimas
proteoliticas capazes de lisar praticamente todos os componentes da maioria dos
microorganismos. Nos grinulos azuréfilos, lisossomos verdadeiros ou granulos primaérios,

pode-se encontrar a presenga de defensinas, lisozimas, mieloperoxidase, elastases, catepsinas,
20



hidrolases é4cidas entre outras enzimas. Nos granulos especificos ou secundirios, podemos
encontrar a presenga de lisozimas, colagenases, lactoferrina entre outras (Dale, 1984; Lehrer e
cols., 1988). Além disso, os neutrdfilos possuem um sistema enzimético oxidativo acoplado a
membrana plasmética (NADPH oxidase), responsdvel pelo aumento do metabolismo oxidativo
conhecido como “explosdo” respiratéria. Neste sistema, ocorre uma transferéncia de elétrons
do NADPH intracelular para o oxigénio, reduzindo este dltimo ao anion superdxido (Oy)
(Slater, 1984; Bellavite, 1988; Bellavite e cols., 1988; Rubanyi, 1988), o qual pode ser
rapidamente convertido a peréxido de hidrogénio e este a radicais hidroxilas, denominados de
intermedidrios reativos do oxigénio (Malech e Gallin, 1987).

Uma outra substincia altamente reativa é o 6xido nitrico (NO), o qual é muito
utilizado no processo de morte de fungos e bactérias pelos neutrdfilos (Fierro e cols., 1996;
Fierro e cols., 1999). Neutrofilos ativados expressam a enzima sintase de oxido nitrico
induzida (NOSi), que leva a producdo de 6xido nitrico (Carreras e cols., 1994). Uma vez
formado, o 6xido nitrico pode interagir com o anion superdxido formando peroxinitrito
(ONOOH). Esta molécula possui elevada toxicidade celular podendo ser clivada e gerar o
diéxido de nitrogénio (NO;) e o radical hidroxil (OH), sendo este ultimo reativo e téxico,
contribuindo com a exacerbacgéo da lesdo tecidual no foco inflamatério (Mulligan e cols., 1991;
Matheis e cols., 1992). Deste modo, a presenca de neutr6filos em um determinado tecido pode
ser deletéria para o organismo, destacando-se as doencas auto-imunes como a sindrome da
glomerulonefrite, vasculite imune, doenca inflamatéria intestinal e artrite reumatéide (Rutgers
e cols., 2003; Kristjansson e cols., 2004; Wong e Lord, 2004; Cuzzocrea e cols., 2005b; Xiao e
cols., 2005) e, lesodes teciduais observadas em doengas com origem nio imunolégica, tais como
na sindrome da angustia respiratéria no adulto, injiria da reperfusdo miocédrdica e enfizema
pulmonar (O'donnell e cols., 2004; Puneet e cols., 2005; Saeed e cols., 2005) .

Paradoxalmente, alguns pesquisadores demonstraram que o 6xido nitrico também
pode apresentar um importante papel antiinflamatério ao inibir a migracio e a adesdo de
neutréfilos ao endotélio vascular. O mecanismo envolvido neste processo ainda ndo foi bem
elucidado, embora haja fortes evidéncias que esta molécula esteja interferindo com a ativagdo
de PB,-integrinas, por meio de um processo dependente da liberagdo de GMPc (Banick e cols.,
1997; Kosonen e cols., 1999; Galkina e cols., 2004). Outra atividade atribuida ao 6xido nitrico
¢ a capacidade de bloquear a ligacdo do fator nuclear NF-kB ao DNA celular, impedindo a
sintese da quimiocina IL-8, inibindo desta forma o recrutamento de neutréfilos (Fowler e cols.,

1999). Mais recentemente, nosso laboratério demonstrou que o 6xido nitrico inibe a migracao
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de neutréfilos interferindo com o rolamento € a adesdo destes leucdcitos com o endotélio

venular e induzindo a apoptose dos neutréfilos emigrados (Secco e cols., 2003).

2. Participacao das células residentes no recrutamento de neutroéfilos

2.1 Macroéfagos

Durante um processo inflamatdrio, células residentes teciduais como macréfagos,
mastdcitos e linfocitos participam ativamente do recrutamento de neutréfilos. No comego da
década de 80, Ferreira propds que macréfagos residentes teriam a funcio de células de alarme,
sendo responsaveis pelo inicio da mobiliza¢do de neutréfilos da microcirculagido para a regido
injuriada, assim como pelo desencadeamento de outros eventos inflamatdrios, como edema e
dor (Ferreira, 1980; Cunha e Ferreira, 1986). Os macréfagos podem interagir com uma
variedade de moléculas extracelulares, sendo capazes de internacionalizd-las e submeté-las a
reacdes metabodlicas intracelulares. Quando ativadas, estas células tornam-se altamente
secretoras, liberando produtos que estdo direta ou indiretamente envolvidos na migracdo de
neutrofilos, entre estes estdo os produtos derivados da cascata do 4cido araquidonico, proteinas
do sistema complemento, citocinas como a IL-1f ¢ o TNFa e quimiocinas como a IL-8,
GROw,B e Yy em humanos, a CINC(citocina quimioatraente para neutréfilos)-1 em ratos, e o
KC e a MIP-2 em camundongos (Takemura e Werb, 1984; Werb e cols., 1986; Adams e
Hamilton, 1987; Nathan, 1987; Rankin e cols., 1990; Ajuebor e cols., 1999; Sar e cols., 1999).

Diversos estudos demonstram que o recrutamento de neutrdfilos induzido por vérios
estimulos inflamatdrios tais como a carragenina, o zymosan, o LPS e também por algumas
citocinas como o TNF-a e a IL-1P depende da presenca de macréfagos residentes. Este fato
tornou-se evidente ap6s o achado de que a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal
induzida por estimulos flogisticos como carragenina, endotoxina ou zymosan ¢&
significativamente potencializada pelo aumento da populacdo de macréfagos peritoneais
através do pré-tratamento dos animais com tioglicolato e, diminuida apds a deplecdo dos
macrofagos peritoneais através da lavagem da cavidade peritoneal e pelo tratamento dos
animais com soro anti-macréfago (De Souza e Ferreira, 1985; Souza e cols., 1988; Faccioli e
cols., 1990; Ribeiro e cols., 1997). Além disso, verificou-se que macréfagos peritoneais
incubados in vitro com LPS liberam um fator quimiotitico para neutrdfilos, o MNCF

(macrophage neutrophil chemotactic factor), mediador com potente atividade quimiotatica para
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neutréfilos tanto in vivo como in vitro (Cunha e Ferreira, 1986). Recentemente, ressaltando a
importancia dos macréfagos no recrutamento de neutréfilos, demonstrou-se que a migracao
desses leucdcitos para a cavidade peritoneal de camundongos injetados com staphylococcal
enterotoxin type A e B depende da liberacdo de fatores quimioatraentes por macréfagos
residentes (Desouza e cols., 2001; 2002). Além disso, a administracio intratraqueal tanto com
LPS como com a quimiocina MCP-1 induziu significante extravasamento de neutréfilos
seguidos de macréfagos para o pulmido (Maus, U. e cols., 2001). Como neutréfilos ndo
expressam CCR2, receptor da MCP-1, verificou-se que este processo € dependente da
liberagdo de substancias quimioatraentes para neutrdfilos, derivadas de macréfagos ativados
via CCR2 (Mack e cols., 2001; Maus, U. e cols., 2002; Maus, U.A. e cols., 2003). A
participacdo de macréfagos no recrutamento de neutréfilos também foi verificada em 6rgios
como o figado e o baco (Knudsen e cols., 2004). Mais recentemente, nosso laboratdrio
demonstrou que a migracdo de neutréfilos induzida por dentina estd relacionada com a
liberagdo de IL-1f, TNFo e MIP-2 por macréfagos residentes (Silva e cols., 2005). Com
relacdo as reagdes inflamatorias de origem imune, a participagdo de macréfagos peritoneais na
migracdo de neutréfilos também foi demonstrada. Neste sentido, verificou-se que a migracao
de neutrdfilos na peritonite induzida por imunocomplexos é dependente, pelo menos em parte,
da liberacio de MIP-2 (Godau e cols., 2004) por macréfagos residentes. Estes resultados
demonstram que macréfagos possuem um papel chave no recrutamento de neutrdfilos,

justificando-se desta maneira o estudo destas células em diferentes modelos inflamatérios.

2.2 Mastocitos

Um importante papel na modulacio do recrutamento de neutrdfilos vem sendo
creditado aos mastécitos. O mastécito € uma célula mononuclear que apresenta grandes e
numerosos granulos citoplasmaticos contendo diversos mediadores, incluindo peptideos,
proteinas, proteoglicanas, histamina, proteases de serina e carboxipeptidase A (Stevens, 1989;
Stevens e Austen, 1989). A ativacdo dos mastdcitos resulta basicamente em trés tipos de
efeitos bioldgicos: 1) liberacdo rdpida, por exocitose, de mediadores pré-formados incluindo
histamina, proteoglicanas, proteases de serina, carboxipeptidase A e citocinas como TNF-o e
IL-1; 2) sintese enzimdtica de mediadores lipidicos como LTB4, LTC,, PAF e Prostaglandina

D2 (PGD2), e 3) transcricdo, traducdo e secrecdo de uma imensa variedade de citocinas (IL-1,

IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a,, TGF-o0 e GM-CSF) e de quimiocinas (CINC-1, MIP-1a e
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B, MCP-1, TCA-3 e linfotactina). (Moller, A. e cols., 1993; Malaviya e cols., 1996; Rumsaeng
e cols., 1997; Mekori e Metcalfe, 2000; Ramos e cols., 2003). Mastdcitos também sdo
essenciais no desencadeamento da resposta alérgica, sendo sensibilizados pela IgE, iniciando a
secrecdo de mediadores bioativos (Galli, 1997). Além da ativacdo desencadeada pela IgE,
mastdcitos também podem ser ativados por anafilatoxinas, peptideos como a substancia P e o
peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), quimiocinas como IL-8, MIP-1o e
MCP-1 (Alam e cols., 1992b; Alam e cols., 1994; Columbo e cols., 1996).

Com relagdo ao envolvimento de mastécitos no recrutamento de neutréfilos, nosso
laboratério demonstrou que mastdcitos residentes peritoneais participam relevantemente da
migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos induzida pelo LTB4 (Ribeiro et al.,
1997). Além disso, Ramos e cols em 2003, demonstrou que a IL-8 induz migracdo de
neutréfilos dependentemente da liberagdo de CINC-1 por mastdcitos residentes peritoneais
(Ramos e cols., 2003). Confirmando a importincia dos mastdcitos residentes peritoneais no
recrutamento de neutrdfilos, observou-se que camundongos deficientes de mastdcitos sdo
susceptiveis a peritonite bacteriana, fato relacionado com menor concentracdo de TNFa com
conseqiiente reducdo da quantidade de neutrdfilos no foco infeccioso (Malaviya e cols., 1996).
Utilizando de um modelo de peritonite induzida por imunocomplexos, Godau e cols
verificaram que a migrac¢do de neutréfilos € dependente, pelo menos em parte, da liberacdo de
MIP-2 e KC por mastdcitos residentes (Godau e cols., 2004). Por outro lado, nosso laboratério
demonstrou recentemente que mastdcitos participam controlando negativamente a migragdo de
neutréfilos induzida pela dentina, e que este controle se deve a liberacao de IL-4 e IL-10 (Silva

e cols., 2005).

2.3 Linfécitos T CD4"

Ap6s ativacdo por células apresentadoras de antigeno (APCs) como macréfagos e
células dendriticas, linfécitos T CD4" podem modular trés diferentes padrdes de resposta
imune, padrao Thl, Th2 e Th3. O padrdo dominante é determinado pelo balanco entre os
diferentes tipos de citocinas secretadas. Os linfécitos Thl secretam citocinas pré-inflamatérias
como IL-12, IFN-y e TNF-0, as quais sdo importantes na ativacdo de leucdcitos, levando a
produc@o de radicais livres derivados do oxigé€nio e nitrogénio. Apesar desta ativacdo ser
importante para a eliminagdo de parasitas intracelulares, também € responsavel pelas lesdes

observadas em doengas auto-imunes. Os linfécitos do padrao Th2 secretam citocinas como IL-
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4, IL-10 e IL-13, aumentando desta maneira a capacidade do organismo de eliminar
microrganismos extracelulares. Além disso, este padrdo de citocina € importante na definicdo
dos processos alérgicos. Outra importante classe de linfécitos sdo os chamados linfécitos T
regulatorios (Treg) ou linfécitos T supressores. Estas células possuem importante atividade no
estabelecimento e manuteng¢do da homeostase do organismo e participa da modulagéo negativa
da resposta imune contra antigenos ndo proprios, através da geracdo de uma resposta
imunossupressora e secre¢do de citocinas com atividade antiinflamatéria como IL-10 e TGF-f.
Dentre os linfécitos Treg, atualmente os linfécitos T CD4"CDys" sdo considerados como foco
principal para a pesquisa terapéutica devido ao fato destas serem as principais células
envolvidas na manutencdo da resposta imune fisioldgica a antigenos préprios e controle
negativo da resposta imune observada em diversas patologias (Cherwinski e cols., 1987; Van
Parijs e Abbas, 1998; Nakamura e cols., 2001a; Mchugh e Shevach, 2002; Piccirillo e cols.,
2002; Shevach, 2002; Gambineri e cols., 2003; Sakaguchi, 2004; Raghavan e Holmgren,
2005).

Em reacdes inflamatdrias de origem imunoldgica, estudos sugerem que linfécitos T
parecem ser uma das células responsdveis pelo desencadeamento do recrutamento de
neutréfilos. Estudos demonstram que o recrutamento de neutréfilos e macréfagos em infecgdes
causadas por Listeria monocytogenes em animais imunizados € dependente de linfécitos T.
Além disso, linfécitos T incubados in vitro com antigenos de L. monocytogenes liberam
substincias quimiotaticas para neutréfilos e macréfagos (Czuprynski e Brown, 1987). O
mesmo foi observado com outros agentes, como Mycobacterium avium (Appelberg e Silva,
1989) e M. bovis (Appelberg, 1992). Além disso, foi demonstrado que o recrutamento de
neutréfilos induzido por ovoalbumina (OVA) em ratos ou camundongos imunizados é
dependente de liberagdo de fator quimiotatico liberado por linfécitos T (Klein e cols., 1995;
Canetti, C. e cols., 2001). A importancia dos linfécitos T CD,4" padrdo Thl no controle do
recrutamento de neutréfilos também foi descrita em doencas inflamatérias humanas como,
artrite reumatdide, doenga inflamatdria intestinal e sarcoidose (Deem e cols., 1991; Zheng e
cols., 1995; Panayi e cols., 2001). Recentemente, demostrou-se que a liberagdo de IL-17 por
linfécitos TCD4" essencial para o extravasamento de neutréfilos para o pulmio induzido pela
administracdo de LPS (Ferretti e cols., 2003). Em humanos, verificou-se que a liberagdo de IL-
8 por linfécitos TCD4" acarreta na migracdo de neutréfilos e cronificacdo da inflamagio na
pele (Schaerli e cols., 2004).

Uma vez emigrados, neutréfilos podem ser fonte de mediadores com atividade

quimioatraente para linfécitos TCD,", contribuindo para a cronificagio do processo
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inflamatério. Neste sentido, verificou-se que a deple¢@o de neutréfilos inibe o recrutamento de
linfécitos TCD4" para o figado induzido pela administragdo de Concanavalina A (Bonder e
cols., 2004). Molesworth-Kenyon e cols. demonstraram que neutréfilos sdo responsdveis pela
produg¢do de quimiocinas relacionadas com o recrutamento de linfécitos T CD4*, como IP-10 e
MIG, e conseqiientemente com a amplificacdo da resposta inflamatéria no modelo de DTH
induzida pelo antigeno do tipo 1 para o virus Herpes simplex (Molesworth-Kenyon e cols.,
2005). De fato, a literatura descreve que neutréfilos ativados por IL-8, tanto in vivo como in
vitro, liberam quimiocinas relacionadas com o recrutamento de linfécitos TCD," (Kasama e

cols., 1993; Taub e cols., 1996).

2.4 Linfécitos T CDg"

Embora ainda ndo existam dados na literatura que associem os linfécitos T CDg* com
a migracdo de neutréfilos, a importincia de se estudar essa associagdo, se reflete no fato desses
linfécitos serem fonte de mediadores inflamatérios importantes na migragdo de neutrdfilos.
Desta maneira, linfécitos T CDg" sdo capazes de mediar a resposta imune através da secregio
de citocinas e quimiocinas (Schall e cols., 1990; Alam e cols., 1992a; Rot e cols., 1992); bem
como regular a fungdo das células apresentadoras de antigeno (APCs), através do contato ou da
secrecdo desses mediadores (Shu e cols., 1995; Kennedy e cols., 1996) (Mcdyer e cols., 1998;
Vukmanovic-Stejic e cols., 2000).

Os linfécitos T CDs*, também denominados linfécitos T citotéxicos, estdo envolvidos
na protecdo contra agentes virais e tumorais, sendo a eliminac¢do do antigeno através da morte
da célula infectada sua principal funcdo (Russell e Ley, 2002). Normalmente, as células T
CDg" reconhecem o antigeno apresentado no contexto de moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) de classe I, e estdo associados a respostas imunes contra
antigenos gerados no citosol, derivados de proteinas virais ou celulares dentro da célula
apresentadora (York e Rock, 1996). Dessa forma, em macréfagos e células dendriticas,
proteinas que estdo dentro do fagolisossoma migram para o citosol e sdo apresentadas através
das moléculas MHC de classe I (Rock e cols., 1990; Germann e cols., 1995; Reis E Sousa e
Germain, 1995).

Algumas células T CDg" expressam a molécula CD40L, e a interagio CD40-CD40L é
capaz de induzir a producdo de IL-12 por macréfagos e células dendriticas, aumentando a
producdo de INFy (Shu e cols., 1995; Kennedy e cols., 1996; Mcdyer e cols., 1998;

Vukmanovic-Stejic e cols., 2000). O principal padrido de citocinas secretadas pelas células T
26



CDg" € similar ao padrio de citocinas do tipo Thl, como por exemplo, a producio de IFN-y e
TNF-o,, o que é consistente com sua fungdo citotdxica (Kelso e Glasebrook, 1984; Fong e
Mosmann, 1990). Por outro lado, clones de células T CDg" também podem secretar citocinas
associadas ao padrao Th2, como a citocina IL-4 (Salgame e cols., 1991; Seder e cols., 1992).
Os linfécitos T CDg" também podem mediar a resposta imune através da secrecdo de
quimiocinas tais como: IL-8 e MIP-10(Schall e cols., 1990; Alam e cols., 1992a; Rot e cols.,
1992). Recentemente, Engerman e cols, demonstraram uma evidente relacio entre o nimero de
neutréfilos emigrados para a pele frente estimulo antigénico, e o ndmero de linfécitos CDg"
recrutados para o local injuriado (Engeman e cols., 2004). Além disso, desde o achado de que
linfécitos TCDg" expressam o receptor CXCR1 (Takata e cols., 2004), sugere-se um possivel
mecanismo de ativacdo destas células pela IL-8 liberada tanto por neutréfilos ativados e

emigrados como por macréfagos.

2.5 Linfécitos B

A importancia de se estudar a participacdo de linfécitos B na migracdo de neutrdfilos
se reflete no fato desses linfécitos serem células importantes na apresentacdo de antigenos, o
que leva a ativacdo de outras células que podem produzir mediadores inflamatoérios, ou mesmo
os proprios linfécitos B podem ser fonte desses mediadores que sdo importantes na migracio
de neutréfilos. Deste modo, além da importancia dos linfocitos B na geracdo da imunidade
humoral para a maioria dos antigenos protéicos, estas células também sdo importantes na
apresentacdo de antigenos a linfécitos T CDy", células fonte de mediadores inflamatérios
importantes no processo de migrag¢do de neutrdfilos (Bishop e Hostager, 2001).

Existem dois subtipos de células B que sdo designadas células B-1 e células B-2,
sendo a divisdo desses subtipos baseada em marcadores de superficie e caracteristicas
funcionais (Kantor e Herzenberg, 1993; Hardy e Hayakawa, 2001). Inicialmente, a divisdo foi
baseada na presenca (células B-1) ou auséncia (células B-2) da proteina CD5 na superficie
celular. Entretanto verificou-se que nem todas as células B-1 expressam a proteina CDS5, apesar
da presenga de mRNA para CDS5, o que levou a subdivisdo das células B-1 em células B-1a
(expressdo de CDS5 na superficie celular) e células B-1b (auséncia da expressio de CD5 na
superficie celular).

As células B-1 murinas estio predominantemente localizadas nas cavidades

peritoneal e pleural, e ausentes nos linfonodos, placas de Peyer e circulagdo periférica (Kroese
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e cols., 1992). Recentemente foi demonstrado o “homing” preferencial de células B-1 para as
cavidades corporais, direcionados pela quimiocina atraente de linfécitos B (BCA-1), que é
produzida principalmente pelas células do omentun e macréfagos peritoneais (Ansel e cols.,
2002). As células B-2 murinas desenvolvem-se mais tardiamente na ontogenia comparada com
as células B-1, surgindo de progenitores encontrados no figado fetal e na medula dssea no
adulto (Kantor e Herzenberg, 1993). Ao contrdrio das células B-1, as células B-2 sdo geradas
durante toda vida pela diferenciacdo de progenitores na medula 6ssea, sendo principalmente
envolvidas na imunidade adquirida e na resposta imune a antigenos dependentes de células T.
A geracdo da imunidade humoral para a maioria dos antigenos protéicos requer a
colaboragiio entre as células T CD4" e as células B nos 6rgaos linféides secundarios (Bishop e
Hostager, 2001). Uma vez que os receptores de células B (BCR) se liguem ao antigeno, estes
complexos antigeno-BCR sdo internalizados e transportados para compartimentos endociticos
especializados. Nestes compartimentos os antigenos sdo processados em peptideos, e entdo
associados a moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) de classe II e assim
transportados até a superficie celular. Concomitante com estes eventos, as células B aumentam
a expressao de moléculas de superficie celular que sao importantes na interacdo com células T,

incluindo CD86, CD80 e mais moléculas MHC de classe II (Siemasko e Clark, 2001).

3. Fatores quimioatraentes para neutrofilos:

Como dito anteriormente, o evento de migracdo celular é um processo multimediado
dependente da liberacdo de diversos mediadores inflamatérios. Substincias quimioatraentes
sdo capazes de ativarem e atrairem neutrdfilos para o foco inflamatério. Conforme descrito na
literatura, diversos agentes sdo conhecidos como quimioatraentes para neutréfilos, estes
agentes podem ser oriundos de células procaridticas como os formil peptideos; fragmentos
derivados da parede bacteriana como o lipopolissacarideo (LPS) (Miyazaki e cols., 2004);
peptideos sintéticos como o N-phenil-methionil-leucil-phenilalanina (fMLP)(Heit e cols.,
2005); fatores derivados do sistema complemento como o C5a (Heller e cols., 1999);
derivados lipidicos da cascata do acido araquidonico como o fator de agregacdo plaquetdria
(PAF) (Fernandes e cols., 2005) e o leucotrieno(LT)B4 (Rios-Santos e cols., 2003; Scott e cols.,
2004); citocinas como a IL-1B (Carolan e cols., 1997; Robson e cols., 2001) e o TNF-a
(Canetti, C. e cols., 2001; Sheikh e cols., 2005) e diversas quimiocinas como a IL-8 e os
oncogenes reguladores do crescimento (GRO)-a, 3 ou 7y (Vita e cols., 1993; Ahuja e Murphy,

1996; Feniger-Barish e cols., 2003; Ramos e cols., 2003; Fuhler e cols., 2005).
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Produtos derivados da cascata do 4cido araquidonico, como o PAF e o LTB4, sdo
conhecidos como agentes quimioatraentes para neutréfilos. Dentre seus efeitos, o PAF estimula
a agregacdo plaquetdria, ativacdo e desgranulacdo de neutrdfilos e eosindfilos, ativacido do
sistema complemento, sintese de prostaglandinas e LTC,4, producdo de colagenases e outras
proteinases que degradam a matriz extracelular, broncoconstri¢do, e em grandes concentracdes
o PAF pode atingir a circulagio e induzir ampla ativacdo de neutréfilos, baséfilos e plaquetas,
assim como uma hipotensdo (Kuijpers e cols., 1992; Casale e cols., 1993; Zimmerman e cols.,
1993; Tokumura, 1995; Izzo, 1996; Mathiak e cols., 1997; Muguruma e cols., 1997;
Zimmerman e cols., 1997; Kuijpers e cols., 2001; Burgos e cols., 2004; Gambero e cols., 2004;
Khreiss e cols., 2004; Michail e Abernathy, 2004; Wanten e cols., 2004; Gaudreault e cols.,
2005). Estudos também demonstram que além de ser capaz de ativar células de defesa como os
neutréfilos, o PAF também contribui com a adesdo destas células ao endotélio vascular
(Kuijpers e cols., 1992; Zimmerman e cols., 1997; Rollin e cols., 2004). Recentemente,
Gaudreault e cols demostraram que o PAF induz tanto a desgranulagdo quanto a quimiotaxia
para neutréfilos humanos dependentemente da liberacdo de LTB,4 (Gaudreault e cols., 2005).

Com relacdio ao LTBs (5S, 12R-dihidroxi-6, 14-cis-8, 10-trans-dcido
eicosatetraendico), faz-se importante ressaltar que esta molécula encontra-se presente na
maioria dos focos inflamatérios, podendo ser sintetizada e liberada por mondcitos e por células
polimorfonucleares. O LTB4 foi descrito como resultado da biotransformac¢do do 4cido
araquidonico (AA) por neutréfilos de coelho (Borgeat e Samuelsson, 1979), sendo
subseqiientemente sintetizado quimicamente (Ford-Hutchinson e cols., 1980). Diversas agdes
sdo atribuidas ao LTB,, dentre as quais destacam-se a potente atividade quimiotitica para
neutréfilos (Samuelsson e cols., 1987); a capacidade de inibir a apoptose de neutrdfilos
(Hebert, M.J. e cols., 1996; Lin, F. e cols., 2005); induzir a producio e liberacdo de
intermedidrios reativos do oxigénio e hidrolases lisossomais (Serhan e cols., 1982); estimular o
fator nuclear kB, levando a sintese de IL.-8 (Aoki e cols., 1998). Além de ser mais potente que
o PAF em induzir quimiotaxia para neutréfilos, o LTB4 também contribui com a aderéncia
destas células ao endotélio vascular. Além disso, a concentracdo de LTB4 necessdria para
causar adesdo dos neutréfilos as células endoteliais, bem como a migragéo transendotelial foi
visto ser cerca de 1000 vezes menor do que a concentracdo necessaria de fMLP (Oda e Katori,
1992). Diversos estudos demonstram a participacdo do LTB4 em diversos estados patolégicos
como na psoriasis (Brain, S. e cols., 1984), gota (Rae e cols., 1982), artrite reumatdide
(Davidson e cols., 1982; Da Rocha e cols., 2004), doenga inflamatéria intestinal (Sharon e

Stenson, 1984; Singh, V.P. e cols., 2004), sindrome da angustia respiratéria do adulto
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(Gadaleta e Davis, 1994) e sepse (Nakae e cols., 1994; Scott e cols., 2004). Além disso, a
participacdo do LTB4 em modelos experimentais utilizados para o estudo das patologias acima
citadas estd bem documentada (Brain, S.D. e cols., 1982; Ford-Hutchinson, 1985; Herlin e
cols., 1988; Fink e cols., 1993; Tsuji e cols., 1999; Yoshida e cols., 2003)

Na formacgdo dos leucotrienos, o acido araquidonico é metabolizado pela fosfolipase
A, em 5-HPETE e posteriormente a leucotrieno(LT)-A4 por acdo da 5-lipoxigenase, enzima
dependente da entrada de cdlcio para se translocar para o envelope nuclear (Yokomizo e cols.,
2001). Para que a 5-lipoxigenase possa metabolizar o LTA4 € necessario que haja apresentacio
do acido araquidonico, atividade mediada pela proteina ativadora da 5-lipoxigenase -FLAP;
(Mancini e cols., 1993). Uma vez formado, o LTA4 sofre hidrolise pela enzima LTA4
hidrolase, formando o LTB,.

O LTBy4 exerce atividade bioldgica através de sua ligacdo a receptores especificos
acoplados a proteina G presentes na membrana celular, conhecidos como BLT; e BLT,. O
BLT; é conhecido como um receptor de alta afinidade (Kd=0,4nM), sendo responsavel
principalmente pela atividade quimiotitica e adesiva. O BLT, é um receptor com menor
atividade (Kd=60nM) que parece mediar a liberacdo de enzimas lisossomais e o aumento do
metabolismo oxidativo, alem de ser descrito como promotor de quimiotaxia (Goldman e cols.,
1987; Crooks e Stockley, 1998; Yokomizo e cols., 2000). Além disso, o LTB4 também possui
um receptor nuclear, o PPARa (um fator de transcricdo), uma vez ativado pelo LTBy, este
receptor induz a producdo de enzimas envolvidas no catabolismo do LTB,, diminuindo desta
maneira a sua biodisponibilidade (Devchand e cols., 1996; Lin, Q. e cols., 1999).

O TNFo caracteriza-se por ser outro importante mediador inflamatério, sendo
originalmente identificado como um fator plasmaético capaz de induzir necrose hemorrédgica de
tumores de camundongos transplantados, possuindo citotoxidade seletiva para as células
neoplasicas (Carswell e cols., 1975). Além disso, o TNFo também foi independentemente
identificado como sendo a caquexina, proteina responsavel por diversas alteracdes observadas
durante a caquexia (Kawakami e Cerami, 1981), sendo posteriormente nomeado como TNFa
(Beutler e cols., 1985).

O TNFa € produzido na forma de um precursor de 26 kDa, contendo 233
aminodcidos, associado a membrana celular, podendo ser enzimaticamente clivado por uma
metaloproteinase a um peptideo com 17 kDa, contendo 157 aminodcidos (Black e cols., 1997).
Ocorre entdo a formagdo de um trimero de 51 kDa, a forma bioativa, cuja integridade depende

de pontes dissulfeto entre as cadeias envolvendo dois residuos de cisteina. A forma ativa do
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TNFa é capaz de reconhecer dois subtipos de receptores de membrana distintos, o TNFRI ou
pS5 (55 kDa) e o TNFRII ou p75 (75 kDa). Os receptores do TNFa compartilham como
caracteristica o fato de possuirem quatro regides repetidas, ricas em cisteina em seus dominios
extracelulares. Além dos receptores para o TNFq, fazem parte desta familia o receptor para o
fator de crescimento neuronal (NGFR), CD27, CD30, CD40, Ox40 e 4-1BB (Wajant e cols.,
2001).

O TNFo apresenta um papel central em diversos processos, como crescimento,
angiogénese, citotoxidade, inflamag¢do e imuno-modulacdo (Aggarwal e Natarajan, 1996;
Taylor e cols., 2004). A participagdo do TNFa modulando o recrutamento de neutréfilos para o
local de injuria celular estd bem documentada (Echtenacher e cols., 1996; Malaviya e cols.,
1996; Canetti, C. e cols., 2001; Bombini e cols., 2004; Saunders e cols., 2005). Apesar do
TNFa ndo induzir migragdo de neutréfilos in vitro, quando esta citocina € administrada in vivo
promove actimulo de neutréfilos por mecanismos dependentes da liberacdo de mediadores por
células residentes (Faccioli e cols., 1990). A participagdo do TNFo em desordens como artrite
reumatodide, gota, psoriasis, sindrome da angustia respiratria do adulto e doenca inflamatoria
intestinal ja foi demonstrada tanto em humanos como em animais de experimentacdo (Edwards
e Hallett, 1997; Kiehl e cols., 1998; Matsukawa e cols., 1998; Partsch e cols., 1998; Canetti,
C.A. e cols., 2003; Den Broeder e cols., 2003; Andreakos, 2004; Goedkoop e cols., 2004;
Mease, 2004; Taylor e cols., 2004; Trent e Kerdel, 2005; Yasui e cols., 2005). A utilizagido de
anticorpos neutralizantes anti-TNFo e receptores soluveis do TNFo estdo sendo utilizados
como terapia na tentativa de reduzir a inflamacéo em pacientes com artrite reumatdide ou com
doenca inflamatdria intestinal (Wooley e cols., 1993; Girolomoni e cols., 2002; Graninger e
Smolen, 2002; Reimold, 2002; Fleischmann e Shealy, 2003)

Outra citocina importante na inflamagdo € a IL-1, com fun¢des semelhantes ao TNF,
participando como mediador da resposta inflamatdria do hospedeiro frente a infec¢des e outros
estimulos inflamatdrios. A IL-1 possui duas formas chamadas de IL-1a e IL-1P, com 30% de
homologia entre elas, compartilhando os mesmos receptores e agdes bioldgicas. Esta citocina é
primeiramente sintetizada como um precursor de 33 kD, sendo secretada com 17 kD. A IL-1a
¢ ativa em ambas as formas, enquanto a forma ativa da IL-1f3 é apenas o produto clivado. Deste
modo, a IL-1 é proteoliticamente clivada por uma protease chamada de enzima conversora da
IL-1B, gerando a proteina biologicamente ativa (Gubler e cols., 1986; Huang e cols., 1988;

Scapigliati e cols., 1991).
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Atualmente, dois subtipos diferentes de receptores para a IL-1 foram caracterizados.
O receptor do tipo I € expresso em quase todos tipos celulares e € o principal receptor para as
respostas mediadas pela IL-1 (Sadouk e cols., 1995). O receptor do tipo II € expresso
principalmente em células B, porém a sua expressdo também pode ser induzida em outros tipos
celulares (Dubois e cols., 1991; Giri e cols., 1992; Sadouk e cols., 1995). A ligacdo da IL-1
com o receptor do tipo I leva a ativacdo de uma quinase chamada de quinase associada ao
receptor IL-1, levando a ativagdo de fatores de transcricdo nuclear como NF-kB e AP-1
(Martin e cols., 1995; O'neill e Greene, 1998). Uma caracteristica importante deste receptor € a
sua alta homologia com os receptores Toll, envolvidos na defesa do organismos contra
infecgdes (O'neill, 2002). A ligagdo da IL-1 com o receptor do tipo II, ndo induz transdugéo de
sinal, tendo funcdo conhecida como um inibidor endégeno competitivo para a IL-1 (Colotta e
cols., 1993). Outro conhecido inibidor endégeno da IL-1 e produzido principalmente por
fagocitos mononucleares é o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra). Esta proteina é
estruturalmente homologa a IL-1 e compete pelos mesmos receptores, porém ¢é inativa
biologicamente (Dripps e cols., 1991; Shuck e cols., 1991; Vannier e cols., 1996).

Em baixas concentracdes a IL-1 age como um mediador local da inflamacdo,
aumentando a expressdo de moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais. Em altas
concentracdes a IL-1 chega ao sistema circulatdrio e passa a exercer efeitos endécrinos como
febre e inducdo da sintese de proteinas plasmdticas de fase aguda pelo figado. Assim como o
TNFa, a IL-1 também induz a sintese e secrecdo de quimiocinas e citocinas, induzindo
indiretamente a migracdo de neutrdfilos para o foco inflamatério (Faccioli e cols., 1990;
Perretti ¢ Flower, 1993; Lin, T.J. e cols., 2002). Além disso, estudos demonstram a
participacdo da IL-1 em patologias com elevada presenca de neutrdfilos, como na artrite e
inflamacdo pulmonar (Driscoll e cols., 1995b; Niki e cols., 2001) Na tentativa de inibir os
efeitos inflamatérios da IL-1, IL-1ra e receptores soliveis para a IL-1 estdo sendo testados em
modelos experimentais animais (Wakabayashi e cols., 1991; Joosten e cols., 1996; Kim, S.H. e
cols., 2002) e também clinicamente na artrite ¢ no choque séptico (Fisher e cols., 1994;
Campion e cols., 1996; Van Deuren e cols., 1997; Cunnane e cols., 2001; Genant, 2001; Watt e
Cobby, 2001).

3.1 Quimiocinas
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Recentemente, a descoberta da superfamilia das quimiocinas acrescentou um novo
alvo nas pesquisas sobre os mecanismos envolvidos na migra¢do leucocitiria para o foco de
agressao celular (Oppenheim, 1991). O nome designado para essas substancias foi proposto no
“IIT Simpdsio Internacional de Citocinas Quimiotéticas” (Oppenheim e cols., 1991) através da
juncgdo das palavras quimioatraentes e citocinas. Estruturalmente, as quimiocinas sdo peptideos
com peso molecular entre 7 e 15 Kd, contendo cerca de 60 a 80 aminodcidos e, sao produzidas
por genes distintos presentes localizados nos cromossomos humanos 4 e 17. Em sua estrutura,
as quimiocinas apresentam quatro residuos de cisteina conservados em quase todos os grupos,
formando duas pontes dissulfeto intramoleculares essenciais. Possuem um curto dominio
aminoterminal antecedendo a primeira cisteina, uma coluna estrutural ordenada formada por [3-
ligacdes com alga ligante entre a segunda e a quarta cisteina, além de uma a-hélice na regido
cabodxi-terminal com cerca de 20 a 30 aminodcidos (Rajarathnam e cols., 1995).

Devido a estas conservadas caracteristicas estruturais, as quimiocinas foram
classificadas de acordo com o posicionamento das duas primeiras cisteinas, as quais podem
apresentar-se adjacentemente ligadas, formando o grupo denominado de CC ou a-quimiocinas;
separadas por um aminodcido, denominadas de CXC ou B-quimiocinas, ou separadas por trés
aminodcidos, formando as CX3C ou d-quimiocinas. Além destas, foi descrita uma quimiocina
que possui apenas dois residuos de cisteina em sua estrutura, denominada de C ou Y-
quimiocina.

As duas maiores subfamilias de quimiocinas sdo as do grupo CXC e CC, cujas
atividades bioldgicas diferem quanto a capacidade de estimular diferentes tipos de células
efetoras. As quimiocinas CXC como a IL-8, o peptideo ativador de neutréfilos (NAP)-2, o
fator plaquetario(PF)-4, os GRO-a, -B, -y, o peptideo ativador de neutréfilos derivado de
células epiteliais (ENA)-78, atraem preferencialmente neutréfilos para o sitio inflamatdrio
(Ahuja e Murphy, 1996; Figarella-Branger e cols., 2003), enquanto que as quimiocinas CC
como a eotaxina, a citocina regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T normais
(RANTES) e a proteina quimiotitica para mondcitos (MCP)-4 ativam predominantemente
eosindfilos, basdfilos, linfocitos e mondcitos (Kapp e cols., 1994; Elsner e cols., 1996; Elsner
e cols., 1998; Petering e cols., 1998; Syrbe e cols., 1999; Kaplan, 2001; Figarella-Branger e
cols., 2003). Considerando a capacidade destas quimiocinas em promover quimiotaxia em
outros tipos leucocitdrios, encontramos que quimiocinas CXC como as GRO-a, B e y e
quimiocinas CC como a MCP-1, -2 e -3, a MIP-1a. e RANTES possuem atividade quimiotética

para basdfilos e, ambos os grupos podem exibir quimiotaxia para eosinéfilos. Quimiocinas
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pertencentes a classe C e CX3C possuem maior seletividade para linfécitos, mondcitos,
linfécitos T e células NK (“Natural Killer").

Uma importante caracteristica encontrada particularmente na familia das quimiocinas
CXC ¢ a presenca da seqiiéncia de trés aminodcidos (glutamato-leucina-arginina; ELR)
localizados préximo ao N-terminal, precedendo a primeira cisteina. A presenga desta seqiiéncia
(“motif”) parece estar intimamente relacionada com a especificidade quimiotdtica sobre
neutréfilos. Entre as quimiocinas CXC-ELR" destacam-se a IL-8, o grupo das GRO, o ENA-
78, o GCP-2, MIP-2, KC entre outras (Rollins, 1997; Laing e Secombes, 2004).

Dentre as quimiocinas CXC em humanos, a IL-8 é considerada como protétipo de
quimiotaxia e ativacdo de neutrdfilos. Além de ter sido detectada em humanos, esta quimiocina
também foi detectada em outras espécies de animais tais como coelhos e cées, entretanto, nao
foi encontrada em roedores como ratos e camundongos. Nesses animais, a CINC-1 em ratos e
as quimiocinas KC e MIP-2 em camundongos, apresentam acentuada homologia com a
seqiiéncia de aminodcidos da IL-8 e das GRO humanas. Com relacdo aos camundongos,
trabalhos demonstram que as quimiocinas KC e MIP-2 apresentam potente atividade
quimiotdtica tanto em modelos experimentais in vivo como in vitro. Assim como outras
quimiocinas CXC-ELR", a sintese e secrecdo dessas quimiocinas podem ser induzidas por
estimulos exdgenos como o LPS e por citocinas pré-inflamatdrias como a IL-1B ¢ o TNFa
(Introna e cols., 1987; Shen e cols., 1989; Driscoll e cols., 1995a; Nakamura e cols., 2001b;
Hensley e cols., 2003).

Além da definicdo estrutural para as quimiocinas, também podemos encontrar
propriedades funcionais em comum entre elas. Assim, quimiocinas sdo capazes de atrair um ou
mais tipos de células mieldides in vitro, induzir infiltrado inflamatério quando injetadas
intradermicamente em animais (Meurer e cols., 1993) e, serem induzidas por diversos
estimulos inflamatérios como o LPS (Yoshimura e cols., 1987), zymosan (Rankin e cols.,
1990), por citocinas pré-inflamatérias tais como IL-1B e o TNF-o (Furie e Randolph, 1995) e
pelo 6xido nitrico (Ajuebor e cols., 1998). As quimiocinas também podem participar da ligagdo
dos leucdcitos ao endotélio, da migracdo destes para os tecidos subjacentes, bem como da
ativacdo de sua funcéo efetora. Substincias como os glicosaminoglicanos heparina e heparan
sulfato, por possuirem carga negativa, sdo capazes de capturar quimiocinas, que sdo proteinas
bésicas, na matriz extracelular e na superficie de células endoteliais, possibilitando a formacéo
de um gradiente haptotaxico para o local de secre¢do da quimiocina (Tanaka e cols., 1993;

Luster, 1998).
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As diversas funcdes atribuidas as quimiocinas devem-se a ligacdo destas com
receptores acoplados a uma proteina G, presentes na superficie da célula alvo (Baggiolini e
cols., 1994; Clark-Lewis e cols., 1995). Estes receptores possuem sete dominios
transmembranares ricos em aminodcidos hidrofébicos, conservados na maioria dos receptores
desta classe, entretanto, ndo existe aminoacido especifico ou um padrdo comum entre os
receptores de quimiocinas. Receptores de quimiocinas, assim como outros membros da familia
de receptores acoplados com a proteina G, sdo funcionalmente ligados por esta proteina a uma
fosfolipase. Além disso, muitos dos eventos promovidos por quimiocinas sdo inibidos pela
toxina Bordetella pertussis, sugerindo que esses receptores estdo acoplados a uma proteina
inibitdria da classe Gi, visto que esta toxina inibe especificamente os receptores desta classe
(Murphy, 1994; Bokoch, 1995; Premack e Schall, 1996). Uma vez ativada, a proteina G ativa
uma fosfolipase C produzindo inositol-1, 4,5-trifosfato (1, 4,5-1P3) e 1,2-diacilglicerol (DAG)
pela quebra do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). O IP3 estimula a libera¢do do célcio
intracelular enquanto que o DAG, além de contribuir com a liberagdo de Ca™™ intracelular,
também ativa uma proteina quinase C (Lodi e cols., 1994).

As quimiocinas possuem dois principais sitios de interagdo com seu receptor, um
deles localizado na regido aminoterminal, essencial para ativagdo do mesmo e, outro exposto
dentro da al¢a formada entre a segunda e a terceira cisteina (Clark-Lewis e cols., 1991). Em
humanos, cinco tipos de receptores para as quimiocinas da classe CXC (CXCR; a CXCRs) e
oito receptores para a classe CC ja foram identificados (Murphy, 1996). Esses receptores
podem estabelecer ligagdes com mais de uma quimiocina, enquanto que esta pode acoplar-se a
mais de um tipo de receptor, indicando que ha redundancia e versatilidade no sistema das
quimiocinas.

No grupo das quimiocinas CC, os principais receptores envolvidos na migragcdo
leucocitaria sdo o CCR1 e o CCRS, os quais estabelecem interagdo com as quimiocinas CC
MIP-1a. e B, RANTES e MCP-3 (Neote e cols., 1993; Su e cols., 1996). A expressdo do
receptor CCR1 ja foi observado em linfécitos T, células NK, neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos,
células dendriticas e plaquetas (Proudfoot e cols., 1995; Su e cols., 1996; Sallusto e cols., 1998;
Sabroe e cols., 1999). O receptor CCRS compartilha aproximadamente 55% de seqiiéncia
homoéloga de aminodcidos com o CCR1 (Samson e cols., 1996a), e sua expressdo ja foi
observada em linfdcitos T, células NK e macréfagos (Lee, B. e cols., 1999).

Os receptores CXCR1 e CXCR2, no grupo das quimiocinas CXC, formam ligacdes
de alta afinidade com a IL-8 e com a proteina quimiotdxica para granuldcitos (GCP)-2,

enquanto que outras quimiocinas como a NAP-2 e o GRO-a formam ligacdes de alta afinidade
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somente com o receptor CXCR2 (Holmes e cols., 1991; Moser e cols., 1991; Murphy e
Tiffany, 1991; Lee, J. e cols., 1992; Wuyts e cols., 1997). Desta maneira, o receptor CXCR1
apresenta uma maior especificidade para a IL-8 e para a GCP-2, enquanto que CXCR2 ¢é
considerado como sendo um receptor promiscuo, podendo responder a vdrias quimiocinas da
classe CXC. Esses dois receptores sdo estruturalmente diferentes devido a existéncia de
seqiiéncias distintas de aminodcidos localizadas entre os dominios carb6xi e amino-terminal.
Embora os dois subtipos de receptores promovam alteragdes no Ca™" citossélico livre e a
liberagdo de enzimas granulares, a producdo de produtos reativos do oxigénio via NADPH
(fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo) oxidase depende exclusivamente da
estimulag@o de receptores do subtipo CXCR1 (Jones e cols., 1996). A terceira alca extracelular
dos receptores CXCR; e CXCR; inclui os aminodcidos Glu275 e Arg280, os quais encontram-
se conservados tanto em humanos como em coelhos e camundongos. Esta regido parece ser um
importante dominio funcional do receptor, pois se verificou que a substituicdo desses
aminodcidos por Ala levou a uma completa perda da capacidade de ligacdo do receptor com a
quimiocina. Além disso, como quimiocinas sdo peptideos bdsicos (pl da IL-8=8-8,5), a alta
acidez do dominio N-terminal do receptor pode ser um grande determinante de ligacdo com a
quimiocina (Hebert, C.A. e cols., 1991).

Outro tipo de receptor para quimiocinas foi identificado na década de 50 e
denominado de DARC (“Duffy antigen receptor for chemokines”), este receptor
heptahelicoidal € expresso na superficie de eritrdcitos, células endoteliais de vénulas pos-
capilares e nas células Purkinje do cerebelo. Este receptor apresenta sitio de ligagdo tanto para
a subfamilia de quimiocinas CC como para as CXC, porém esta interacdo ndo induz a nenhum
processo de sinalizacdo e, portanto, ndo leva a uma ativagdo celular. A presenca destes
receptores parece estar relacionada com a inativagdio do excesso de quimiocinas na
microcirculagdo, desempenhando um importante papel regulatério na resposta inflamatdria
(Hadley e Peiper, 1997). Além de inativar o excesso de quimiocinas na circulacdo sanguinea,
este receptor também serve como porta de entrada para o protozodrio Plasmodium vivax
infectar os eritrécitos (Chaudhuri e cols., 1993; Horuk e cols., 1993).

Uma peculiaridade encontrada na familia das quimiocinas é o fato de que alguns
subtipos de receptores para quimiocinas sdo também utilizados como receptores para agentes
infecciosos. Um exemplo disto € a ligacdo entre estes receptores € o HIV (virus da
imunodeficiéncia humana). Os receptores CXCR4 e CCRS apresentam sitios de ligacdo para
este virus, que por sua vez, facilitam a infec¢do de células T e macréfagos, respectivamente. A

importancia destes receptores na AIDS tornou-se evidente apds a descoberta que a homozigose
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para a delecdo do par de base 32 do gene para o receptor CCR-5, deixava-o ndo funcional, e
desta maneira, algumas pessoas apresentavam-se resistentes a esta sindrome mesmo sendo
pertencentes a grupos considerados como de alto risco para esta infeccdo (Dean e cols., 1996;
Liu e cols., 1996; Samson e cols., 1996b). Além disso, células humanas que apresentavam esta
mutagdo, ndo foram infectadas pelo HIV “in vitro” (Paxton e cols., 1996). O mecanismo de
fusdo entre o receptor e o virus ainda ndo esta totalmente esclarecido, porém, sabe-se que ha
uma associacdo entre a proteina gp120 presente na superficie do virus HIV-1 antes da entrada

do virus na célula (Lapham e cols., 1996; Trkola e cols., 1996; Wu e cols., 1996).

4. Participacao de quimiocinas em modelos de inflamacio de origem imune

A patogénese das doencas auto-imune tais como artrite reumatdide, doenca
inflamatéria intestinal, psoriases, doenca de Crohn, esclerose multipla, entre outras envolvem
uma resposta inflamatéria mediada por células Thl, incluindo a produgdo de citocinas e
quimiocinas, capazes de amplificar e exacerbar a resposta imune contra 6rgdos e tecidos
especificos. Estudos tém focalizado na identificagdo e caracterizagdo do papel dessas
moléculas no desenvolvimento da inflamacdo e auto-imunidade em modelos animais com a
utilizacdo de anticorpos neutralizantes e camundongos “knock-out” (Brandtzaeg e cols., 1997,
Locati e Murphy, 1999; Feldmann e cols., 2001; Gerard e Rollins, 2001).

Concernemente a participagdo de quimiocinas em modelos de inflamagdo de origem
imune, estudos demonstram que a migragdo de neutrdfilos induzida por OVA pode ser inibida
pelo tratamento dos animais com o anticorpo o-MIP-1ae (Das e cols., 1999). Mais
recentemente, foi demonstrado que quimiocinas como KC e MIP-2 participam na modulacio
do recrutamento de neutréfilos apés desafio antigénico, tendo o linfécito T CD4" como
responsével pela liberagdo destas quimiocinas (Knott e cols., 2001). Estudos também relatam a
presencga de quimiocinas em modelos de artrite reumatdide, doenga caracterizada pela presenca
de linfécitos T CD4" e grande infiltrado de neutrofilos. Neste sentido, estudos demonstraram o
envolvimento de quimiocinas como a IL-8, GROa, ENA-78, MIP-1a, MIP-13, MCP-1 e
RANTES (Brennan e cols., 1991; Koch e cols., 1992; Hachicha e cols., 1993; Rathanaswami e
cols., 1993; Hosaka e cols., 1994; Koch e cols., 1994; Katrib e cols., 2003; Garcia-Vicuna e
cols., 2004; Min e cols., 2004; Pierer e cols., 2004; Singh, S.K. e cols., 2005), sendo
correlacionadas com a migracao de leucdcitos para o tecido sinovial (revisado por Kasama e

cols., 2005). Neste sentido, Kasama et al, demonstraram uma aumentada expressio MIP-2 e
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MIP-1a no modelo de artrite induzida pelo coldgeno em camundongos susceptiveis. Além
disso, o tratamento desses camundongos com anticorpos contra estas quimiocinas interferiu
com o desenvolvimento e progressdo da artrite (Kasama e cols., 1995; Kagari e cols., 2002).
Estratégias clinicas com o bloqueio do TNFo em pacientes com artrite reumatdide surtiu
melhoras no quadro clinico da doenga, relacionada com siginificativa inibicdo da migracdo de
neutréfilos e macréfagos para a articulagcdo, tio bem como das quimiocinas IL-8 e MCP-1
(Taylor e cols., 2000) .

Através da imunizagdo do camundongo com antigeno conhecido, como por exemplo,
a ovoalbumina (OVA), pode-se desenvolver um modelo de inflamacdo antigeno-especifico na
cavidade peritoneal. A OVA ¢é uma proteina comumente utilizada em protocolos de
imunizacdo, geralmente na forma de antigeno soldvel associado ao adjuvante de Freund. A
utilizacdo do adjuvante completo de Freund, contendo M. tuberculosis, € comumente utilizado
na tentativa de dirigir a resposta imune para um padrdo Thl apds o desafio com OVA,
podendo-se observar alta predominéncia de neutréfilos na fase aguda do processo. Além disso,
o uso de antigenos em emulsdo dgua-6leo estimula a producdo de anticorpos em grande
quantidade e por um longo periodo de tempo, podendo este efeito ser atribuido a liberacdo
lenta do antigeno (Billiau e Matthys, 2001; Canetti, C. e cols., 2001). O tipo de resposta
observada no modelo de imunizagdo e desafio com OVA ¢ representativo de uma reagdo de
hipersensibilidade tardia (DTH), iniciada apds a apresentagdo do antigeno por células
apresentadoras de antigeno (APCs), via MHC, a linfécitos T, desencadeando a resposta imune
e produgdo de citocinas (Gallin, 1993).

Deste modo, o modelo de imunizacdo e desafio com OVA trata-se de um protocolo
experimental simples no qual a OVA ¢ capaz de induzir migracio de neutréfilos, permitindo o
estudo do papel de diferentes mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas, durante
o desenvolvimento de uma resposta inflamatdria de origem imune. A cavidade peritoneal em
camundongos representa um local ideal para o estudo do desenvolvimento de reacdes
inflamatérias, sendo um ambiente estéril no qual grande niimero de células é facilmente obtido.
Neste contexto, este modelo permite estudar as etapas que coordenam a migracido de
neutréfilos em doencas inflamatdérias de origem imune, tais como na artrite, doenca
inflamatdria intestinal e sarcoidose.

No decorrer dos ultimos anos, nosso laboratério vem investigando os mediadores
envolvidos na migracdo de neutréfilos na reacdo de imuno-especificidade induzida por OVA
em camundongos. Neste contexto, nosso grupo demonstrou que a migragao de neutréfilos para

a cavidade peritoneal apds o desafio com OVA, somente ocorre em animais imunizados sendo
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este fendmeno dose e tempo-dependente. Além disso, o processo de migracdo depende da
liberagdo de TNFa por linfécitos TCD,*, sendo que o TNFa induz recrutamento de neutréfilos
via liberacdo de LTB4, Deste modo, a inibicdo da sintese ou agdo desses dois mediadores pode
contribuir para o controle da acumulagdo de neutréfilos em doencas inflamatérias de origem
imune (Canetti, C. e cols., 2001; Monteiro e cols., 2005). Entretanto, o envolvimento de
quimiocinas no recrutamento de neutréfilos observado neste modelo ainda ndo esta bem

elucidado.
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OBJETIVOS

Como abordado na introdugdo, a liberacdo de substancias quimiotdticas ¢ uma etapa
essencial para o recrutamento dos neutréfilos para o local injuriado. Deste modo, o estudo dos
mecanismos envolvidos nos diferentes modelos de inflamagdo é de fundamental importancia
para o desenvolvimento de condutas terapéuticas mais efetivas e com reduzidos efeitos
colaterais no tratamento de diversas patologias. Este presente estudo foi separado em duas
partes, onde primeiramente abordamos a participacdo de quimiocinas na inflamacio de origem
imune e, na segunda parte deste trabalho foi aboradado os mecanismos envolvidos na migracdo

de neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos induzida por KC e MIP-2.

A- Objetivos 1:

Com o intuito de melhor compreender os mediadores, bem como os mecanismos que
coordenam o processo de migracdo de neutréfilos na inflamagdo de origem imune,
investigamos o envolvimento das quimiocinas MIP-1a e B, RANTES, KC e MIP-2 no

recrutamento de neutrdfilos induzido por OVA em camundongos imunizados.

A.1- Objetivos especificos:

A) Caracterizar a participacdo de linfécitos T CD4", linfécitos T CDg", linfécitos B,

mastdcitos e da molécula de adesdo ICAM-1 na migragdo de neutréfilos induzida por OVA.

B) Investigar in vivo a participacdo das quimiocinas MIP-1a e 3, RANTES, KC e

MIP-2 no recrutamento de neutréfilos induzido por OVA em camundongos imunizados.

C) Determinar a cascata de mediadores envolvidos na migracido de neutréfilos para a

cavidade peritoneal induzida por OVA em camundongos imunizados.

B- Objetivos II:

Na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos na migracdo de neutrdfilos
induzida por quimiocinas CXC-ELR+, investigamos neste estudo os mediadores inflamatorios
envolvidos e a participacdo de células residentes, como macréfagos e mastdcitos, na migragio

de neutrofilos induzida por KC e MIP-2
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B.1- Objetivos especificos:

A) Investigar os possiveis mediadores inflamatdrios envolvidos na migracdo de

neutrofilos in vivo induzida pelas quimiocinas KC e MIP-2.

B) Pesquisar a participagdo de macréfagos e mastocitos residentes da cavidade

peritoneal na migragdo de neutrdfilos induzida por KC e MIP-2 in vivo.
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MATERIAL &
METODOS
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1. Animais: camundongos isogénicos BALB/c e C57B1/6 e camundongos deficientes
de MIP-1a. (C57BI/6 MIP-10"), do receptor tipo I para TNFo (C57Bl/6 p55'/’), para os
receptores de quimiocinas CC tipo 1 ou tipo 5 (C57Bl/6 CCR1” e C57BI/6 CCR5™), de
linfécitos T CD4" (C57B1/6 MHC II'/’), de linfécitos T CDg* (C57Bl/6 [32'/'), de linfécitos B
(C57Bl/6 B") e para a molécula de adesdao ICAM-1 (C57Bl/6 ICAM-17) pesando entre 18-
22g, foram mantidos em condicdes controladas com dgua e racdo ad libitum, no biotério do
Departamento de Farmacologia ou de Imunologia desta faculdade. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com o comité de ética para animais de experimentacdo da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto.

2. Preparo de solucoes, drogas e reagentes

2.1 Tampao de salina-fostato (PBS )

Cloreto de SOdio P. A (IMEICK)......uuiiiieuriieeeeieee e 80¢g

Cloreto de Potdssio P. A (IMEICK)......cuuvveieeieiieiiieeeeeeeee et 02¢g

Fosfato de S6dio dibasico P.A (IMErCK)......ccouveiieeuieeieeieiee e 1,L15¢g

Fosfato de Potdssio monobasico P.A (Merck)........cccoeeveveeeciiieecciieeeciieeeeee, 02¢g

AUA MIll-Q QuS.Prververreeereeeeeeeeeeeeeeees e ssase e seee e 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solucdo autoclavada antes de ser
utilizada.

2.2 PBS/EDTA

P B St e 100 mL

EDTA (IMEICK)...ciiuiiiieieiiiee ettt ettt e et eeeiaa e e e aree e e sasnee e e saeseas 37.2 mg

2.3 LIQUIDO DE TURK

Acido Acético Glacial P.A (MEICK).........oveeeerreeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeseeeseseeseeeen. 9 mL

Azul de Metileno (METK)........oooevurieiieiieeeeeeee e ImL

AGUA MllI-Q QuS.Pevrveveeeieee e 1L

2.4 CORANTE PANOTICO RAPIDO (LaborClin)
Panético rapido n° 1: solugdo de triarilmetano 0,1%.

Panético rapido n° 2: solugdo de xantenos 0,1%.
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Panético rapido n° 3: solucdo de tiazinas 0,1%.

2.5 AZUL DE TRYPAN

Azul de Trypan (SIZMa).......coceerieriernieeniienierieeeeeree ettt 100 mg
PB S 8Pttt e et et 100 mL
2.6 TAMPAO DE LISE

SOLUCAOTI

Cloreto de AmONIO 0,160 M.....eeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e e e e e e eeeeeeeeeeeeeas 8,3 g/
SOLUCAO I

1 E O A USSP .20,6 g/

As duas solugdes foram misturadas na proporcao de 9 partes da solugdo I para 1 parte
da solucdo II. A solucdo foi esterilizada através de filtro 0,22 [Jm (Millipore Corporation) e

estocado a 4°C.

2.7 RPMI INCOMPLETO

RPMI (S1ZIMQ)....0cuiiieiiieeiiie ettt ettt siee et taeeseee st e e sbeesssseens 1 frasco
Bicarbonato de S6dio (IMEICK)........coovvvuuvveeiieiiiiieiiieeeeeee e 2,2 g (24 nM)
HEPES (S1Z2M@).....eiiiiiiiiiiiicieeietetee et 2,34 g (10 nM)
Penicilina/Gentamicina (SiZmMa)........cceceereerierrierrienieeeie e e eieeieans 150 UI/mL
Streptomicing (SIZMA) ...ceecveeeveerierieeie ettt 100 pg/mL
AUa Milli-Q QuS.Peverveveeeeeceeeeieeeeeeee s eee s eeeeeees s 1L

O pH da solug@o foi ajustado para 7,2 com HCI ou NaOH. A solucio foi esterilizada
através de filtro 0,22 puM (Millipore Corporation) e mantida a 4°C.

2.8 RPMI COMPLETO
RPMI COMPIELO G.S.P v e veeeueeeieeiteeteeiee ittt ettt ettt se e s e 100 mL
Soro Bovino Fetal (Hyclone)..........cocoiiiieiiinieiieeie et 5%

O pH da solug@o foi ajustado para 7,2 com HCI ou NaOH. A solucio foi esterilizada

através de filtro 0,22 uM (Millipore Corporation) e mantida a 4°C.
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2.9 RPMI Suplementado

RPMI cOMPIELO q.8.P- wevveenieeieiniiieieeiteniteee ettt 100 mL
L-glutamina (SiZMa).....ccceeveerterniernienienieeieeieeneeste e eseeeseee s 200 mM
Acido Félico (S1ZMA).. ..ttt 1 mM
Acido PIrtiviCo (SIZMA)........ovevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseses e 0,1 mM
Aminodcidos ndo-essenciais (SiZmMa).......cceeveereeereeereerieeeeereeenieans 100 mM
Mercaptoetanol (SIZMa)........eecueerueerierieeieerie et 7 uM

O pH da solucgao foi ajustado para 7,2 com HCl ou NaOH. A solucio foi esterilizada

através de filtro 0,22 uM (Millipore Corporation) e mantida a 4°C.

2.10 Ovoalbumina (OVA)

A OVA (Sigma) foi diluida em PBS ou em RPMI 1640 imediatamente antes de ser

utilizada.

2.11 Drogas

- Pirilamina (Sigma) — dissolvida em PBS; s.c.; 30 mg/Kg; 30 min antes.

- Cimetidina (Sigma) — dissolvida em PBS; s.c.; 30 mg/Kg; 30 min antes.

- Indometacina (Sigma) — dissolvida em Tampao Tris 0,1M, pH=8,0; s.c.; 5,0 mg/Kg;
30 min antes;

- MK 886 (Biomol) — dissolvido em metilcelulose 0,1%, 1,0 mg/Kg, 1h antes.

- Talidomida (Champion Farmoquimico) — dissolvida em DMSO<10%, s.c., 50
mg/Kg,, 1 h antes.

- BN 50730 (Instituto Henri Beaufour) - dissolvida em DMSO<10%, s.c., 10 mg/Kg,
30 min antes.

- Repertaxina (gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Mauro Teixeira (UFMG)) -
dissolvida em PBS, v.o., 50 mg/Kg, 1 h antes.

- Dexametasona (Sigma) — dissolvida em PBS, s.c., 0,5 mg/Kg, 1 h antes.

- Composto 48/80 (Sigma) — dissolvido em PBS, i.p., tratamento cronico.

2.12 Quimiocinas e anticorpos

45



As quimiocinas MIP-1a, MIP-1B, RANTES, KC e MIP-2, tdo bem como os
anticorpos contra estas quimiocinas para serem utilizados respectivamente para estimulo e
tratamento in vivo foram obtidas da Peprotech. O anticorpo anti-TNFa foi gentilmente cedido

pelo Dr. Steeve Poole (NIBISC-Inglaterra).
A. Participacao de quimiocinas na migracao de neutréfilos induzida por OVA

A.1. Sensibilizacio e desafio com OVA: camundongos BALB/c, C57B1/6, MIP-1o"
, p357, IL-4™, IL-10", CCR1”", CCR5™, MHC 11", B,”, linfécitos B” ¢ ICAM-1"" foram
sensibilizados conforme protocolo previamente descrito (Canetti, C. e cols., 2001).
Brevemente, emulsio contendo OVA (100 pg), PBS (100 uL) e adjuvante completo de Freund
(100 pL) foi injetada s.c. no dorso dos animais. Apds 7 e 14 dias, os animais foram novamente
injetados com OVA (s.c.), mas em emulsdo contendo PBS e adjuvante incompleto de Freund.
Para os animais controle foi realizado o mesmo procedimento experimental, porém sem a
presenca de OVA nas emulsdes. Apés decorridos 21 dias da primeira injecdo, os animais
controles e imunizados foram desafiados i.p. com PBS ou OVA dissolvida em PBS. O lavado
peritoneal foi recuperado para a determinacdo da migracdo de neutréfilos, concentracdo de
MIP-1a,, MIP-1B, RANTES, KC, MIP-2, TNFa e LTB4 (ELISA) e expressdao de RNAm para
quimiocinas e receptores de quimiocinas por RPA ou RT-PCR. A efetividade da imunizacio
foi avaliada pela titulacdo de IgG anti-OVA no soro dos animais controles e imunizados e,
também foi avaliada pela andlise da concentragdo de IL-2 (ELISA) no sobrenadante de

esplendcitos coletados de animais controles e imunizados e estimulados in vitro com OVA.

A.2. Determinacdo da migracao de neutrofilos: o recrutamento de neutrdfilos foi
avaliado nas diferentes linhagens de camundongos utilizadas (BALB/c, C57Bl1/6, MIP-10",
p557, IL-4", IL-10", CCR17”, CCR5", MHC I, B,”, linfécitos B ¢ ICAM-17") apé6s
administracdo i.p. de PBS ou OVA. A migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos da linhagem selvagem (BALB/c e C57BI6) também foi verificada apds a
administracdo i.p. de MIP-1a, MIP-1B, RANTES, KC, MIP-2. Em intervalos de tempo pré-
determinados, os camundongos foram sacrificados em camara de éter, sendo as células
peritoneais recuperadas com 3 mL de PBS/EDTA. Deste lavado peritoneal, realizou-se a

contagem total e diferencial dos leucécitos presentes.
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A.2;- Contagem total: a quantificacdo total do infiltrado celular foi realizada em contador
automdtico de células (COUNTER® AC T; Coulter Corporation, Miami, Florida, USA) ou
através da diluicdo de uma aliquota (20 nuL) do lavado peritoneal diluida em solugdo de Turk,
na proporcdo de 1:20 e a contagem realizada em cimara de Neubauer®, com o auxilio de

microscopio éptico (aumento de 100x) e contador manual de células.

A.2,- Contagem diferencial: a contagem diferencial foi realizada a partir de esfregacos
preparados com o auxilio de citocentrifuga (Cytospin 3-Shandon, Lipshaw Inc; Pittsburgh,
Pennsylvania, U.S.A.), onde as células foram sedimentadas em ldminas e seguidamente
coradas pelo corante panético rapido (LaborClin; Produtos para Laboratdrio Ltda, Pinhais, PR,
Brasil), para a caracterizagdo dos leucdcitos presentes de acordo com suas caracteristicas
nucleo-citoplasmédticas observadas ao microscopio 6ptico utilizando-se de objetiva de imersdo
em Oleo. Em cada lamina foram contadas 100 células, diferenciando-se quatro tipos celulares:
neutrofilos, eosindfilos, mastocitos e células mononucleares. A quantificagdo de cada tipo
celular foi calculada a partir do percentual encontrado em relacdo ao nimero total de células.
Os resultados foram expressos como média * erro padrio da média (EPM) do ndimero de

leucécitos por cavidade estudada.

A.3. Andlise da efetividade do procedimento de imunizacdo com OVA: a
efetividade do procedimento de imunizacdo com OVA em camundongos selvagens (BALB/c
ou C57Bl/6) ou camundongos ICAM—l'/’, MHCIT? , Bz—microglobulina'/ ", linfocitos B’ , IL-4" ,
IL—lO'/', MIP—loc'/', CCR5” ou p55'/' foi verificada através da concentragdo de IL-2 nos
sobrenadantes de esplendcitos estimulados in vitro com OVA ou pela titulacio de IgG anti-

OVA no soro desses animais.

A.3;- Cultura de esplendcitos: sob condigdes estéreis, o bago de camundongos imunizados e
nao-imunizados foi coletado e transferido para tubos conicos contendo 5 mL de RPMI 1640
incompleto a 4°C. Em seguida, os bacos foram macerados com o auxilio de homogenizadores,
lavados (400g; 10 min.; 4°C) e as hemdcias presentes removidas através de lise hiposmética
com cloreto de amonio. A suspensdo celular obtida foi incubada (5x10° células/poco) in vitro
com RPMI suplementado na presenga de OVA (10 pg/mL; Sigma) ou ConA (utilizado como
um mitégeno no processo de estimulacdo; 2 pg/mL; Sigma) durante 24 ou 72 h e a

concentracdo de IL-2 foi determinada no sobrenadante da cultura pelo método de ELISA. Ao
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fim do periodo de incubacdo, 100 pL da suspensdo foi utilizado para determinagdo da

viabilidade celular pela técnica de exclusdo com Azul de Trypan (1:1).

A.3;- Titulacdo de IgG anti-OVA: a titulagdo de IgG a-OVA do soro de animais ndo-
imunizados ou imunizados foi realizado pelo método de ELISA (Berg, 1984). Brevemente,
placas de 96 pocos foram recobertas com 50 pul. de OVA (10 pg/mL) diluida em tampao
fosfato de célcio e incubadas “overnight” a 4°C. As placas foram entdo lavadas com PBS
contendo 0,5% de Tween 20 e cobertas com o soro obtido dos animais imunizados ou nao-
imunizados, através de diluicdes seriadas, e incubadas “overnight” a 4*C. As placas foram
lavadas e incubadas durante lh, & temperatura ambiente com o anticorpo anti-IgG murino
biotinilado (Vector), diluido em PBS contendo 0.5% de Tween 20. As placas foram lavadas e
incubadas 30 minutos, a temperatura ambiente, com avidina-peroxidase diluida 1:5000 em PBS
contendo 0.5% de Tween 20. Apds nova lavagem, as placas foram incubadas com 50 uL do
substrato dihidroclorido de 1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, Sigma) diluido
em tampao fostato contendo com 0,4 uL/mL de H,O;, 30%. Apds desenvolvimento de cor, a
reacdo foi bloqueada com 4cido sulftirico 1M e, em seguida, a medida da absorbancia foi

determinada a 490 nm.

A.4- Determinacao da participacao de mastocitos na migracao de neutrofilos
induzida por OVA em camundongos imunizados: para pesquisarmos a participacdo de
mastdcitos residentes peritoneais na migra¢do de neutrdfilos induzida por OVA, camundongos
BALB/c foram imunizados e depletados de mastdcitos peritoneais pelo tratamento cronico com
composto 48/80 ou pela injecdo prévia de dgua destilada. A seguir, esses camundongos foram
deasafiados com OVA e a migracdo de neutréfilos foi avaliada na 4*h, conforme descrito

anteriormente.

A.41- Deplecao de mastocitos pelo tratamento crénico com o composto 48/80: o
procedimento experimental foi realizado conforme padronizado em nosso laboratério (Di Rosa
e cols., 1971). Camundongos BALB/c imunizados foram tratados com o composto 48/80 apds
16 dias da primeira imunizagdo e o desafio com OVA foi realizado 24 h apds a ultima injecdo
com composto 48/80. O tratamento foi realizado conforme o seguinte protocolo: dia 1: 0,6
mg/Kg; dia 2: 1,0 mg/Kg; dia 3: 1,2 mg/Kg e dia 4: 2,4 mg/Kg. Todas as doses foram

administradas i.p., duas vezes ao dia. O lavado peritoneal foi corado com azul de toluidina para
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a coloragdo especifica de mastdcitos e analisado em microscopia Optica para a verificacdo da

efetividade do tratamento.

A.4>- Deplecao de mastocitos pela injecio prévia de agua destilada: o protocolo
experimental foi realizado conforme descrito anteriormente (Mendonca e cols., 1986) e
padronizado em nosso laboratério. Camundongos BALB/c imunizados foram tratados com
dgua destilada (3 mL; i.p.) apds 18 dias da primeira imunizacdo. O desafio com OVA foi
realizado 72 h ap6s administra¢do da dgua destilada e a migra¢do de neutréfilos na 4°h apos o
desafio foi analisada conforme descrito anteriormente. O lavado peritoneal foi corado com azul
de toluidina para a colorago especifica de mastdcitos e analisado em microscopia dptica para a

verificacdo da efetividade do tratamento.

A.5- Analise da expressio de RNAm para quimiocinas e receptores de
quimiocinas: a expressdo de RNAm para as quimiocinas MIP-a e para os receptores CCR1,
CCR2 e CCRS nas células peritoneais de camundongos imunizados e desafiados com OVA foi
determinada através do ensaio de protecdo de RNAse (RPA). A expressdo de RNAm para as
quimiocinas KC e MIP-2 e para o receptor CXCR2 nas células peritoneais de camundongos

imunizados e desafiados com OV A foi determinada RT-PCR

A.5:- Extracdo de RNA: a extracdo do RNA total foi realizada utilizando as recomendagdes
do fabricante do reagente Trizol (Gibco BRL, Life technologies, Rockville, MD, USA).
Células peritoneais (107 células) foram coletadas das cavidades peritoneais dos camundongos
imunizados apds 1 h do desafio com PBS (controle) ou OVA (10 pg/cavidade), centrifugadas e
homogeneizadas em Trizol (1mL) por 10 min a temperatura ambiente. Seguidamente, 200 pL
de cloroférmio (Gibco BRL, Life technologies, Rockville, MD, USA) foi adicionado a
suspensio e, centrifugados a 13.000 g por 15 min a 4°C. A fase aquosa formada foi transferida
para um tubo novo e adicionada na proporcdo de 1:1 com isopropanol, sendo agitado em
vortex e incubado por 15 min a -20°C, para a precipitagio do RNA em fase aquosa. Apés
incubag@o, os tubos foram centrifugados a 13.000 g por 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em etanol PA, agitado em vortex e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em dagua livre de RNAse. A
concentracdo de RNA foi determinada pela densidade 6tica no comprimento de onde de 260

nm, com o auxilio do aparelho GeneQuant (Amersham Biosciences Corp., Piscataway).
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A.5;- Ensaio de protecio de RNAse (RPA): O ensaio de prote¢do de RNase foi realizado de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Brevemente, a hibridizacao de 10 pug de
cada amostra de RNA foi realizada durante uma noite com os moldes (sondas) previamente
marcados com a-"2P (UTP), que acompanham o kit (Pharmigen). Ao fim da hibridizacao, as
fitas de RNA que néo foram hibridizadas foram digeridas com RNAse A. Apds a digestdo, as
amostras foram tratadas com proteinase K, extraida com cloroférmio e precipitada na presenga
de acetato de amonio 4M. As amostras foram entdo aplicadas em gel de sequenciamento de
acrilamida-uréia, sendo usado como marcadores moldes incorporados com o-p (UTP), ndo
digeridos pela RNase. Foi entdo realizada a corrida das amostras em corrente de 30 W com
tampao de eletroforese 0,5 X Tris-borato/EDTA (TBE). O gel foi absorvido com papel de
filtro, secado em vicuo e revelado em cassete de Storm Phosphorimage a temperatura
ambiente por 48 h. Foram usados os kits mCK5b e mCRS que correspondem respectivamente a

seqiiéncia de quimiocinas e receptores de quimiocinas.

A.53- Determinacao da expressiao de mRNA para as quimiocinas KC e MIP-2 e para o
receptor CXCR2: A expressdao de RNAm para MIP-2, KC e do receptor CXCR2 nas células
peritoneais de camundongos imunizados e desafiados i.p. com PBS (controle) ou OVA (10
Lg/cavidade) foi detectada por RT-PCR, baseado em protocolo previamente descrito (Tateda e
cols., 2001; Zhang e cols., 2001). Brevemente, o 3 ug do RNA celular total extraido das células
peritoneais coletadas de camundongos imunizados apés 1h do desafio com PBS ou OVA foi
utilizado para a sintese de DNA complementar (DNAc) por reacdo com a enzima transcriptase
reversa (Superscript II, Invitrogen Life Tech) seguindo protocolo do fabricante. O DNAc foi
entdo amplificado utilizando primers para KC, MIP-2, e CXCR2. Cada amostra também foi
utilizada paralelamente para a analise da expressdo de B-actina. Os primers utilizados tiveram a
seguinte seqiiéncia: KC: 5’-TGA-GCT-GCG-CTG-TCA-GTG-CCT-3’ e 5’-AGA-AGC-CAG-
CGT-TCA-CCA-GGA-3’; MIP-2: 5°-TGC-CTG-AAG-ACC-CTG-CCA-AGG-3’ e 5°-GTT-
AGC-CTT-GCC-TTT-GTT-CAG-3’; CXCR2: 5’-TGT TCT TTG CCC TGA CCT TGC-3' e
5'-ACG CAG TAC GAC CCT CAA ACG-3'; e B-actina: 5’-ATG-GAT-GAC-GAT-ATC-
GCT-C-3’ ¢ 5°-G AT-TCC-ATA-CCC-AGG-AAG-G-3’. A reagdo de PCR consistiu-se de 35
ciclos com as seguintes temperaturas e tempo:, 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 75°C por 1
min, com temperatura inicial de desnaturacdo e extensdo consistindo em 94°C por 4 min e

72°C por 10 min, respectivamente. Apds a amplificagdo, as amostras (20 ul) foram separadas
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em gel de agarose a 2% e corado com 0.3 mg de brometo de etidio (0.003%). As bandas foram

visualizadas e fotografadas em iluminac¢do UV.

A.6- Efeito dos anticorpos a-RANTES, a-MIP-18, a-MIP-2 ou o-KC sobre a
migracao de neutroéfilos induzida por OVA: para estudarmos a participagdo das quimiocinas
RANTES, MIP-1B, MIP-2 e KC na migracdo de neutréfilos induzida por OVA em
camundongos imunizados, camundongos BALB/c imunizados foram pré-tratados i.p. com
anticorpo controle (soro pré-imune; 35 ulL/cavidade) ou com anticorpo inespecifico (3
pg/cavidade) ou com soro anti-RANTES (35 uL/cavidade), anticorpo policlonal o-MIP-1f (15
pg/cavidade), anticorpo anti-MIP-2 ou com o anticorpo policlonal anti-KC e apds 15 min, os
animais foram desafiados com OV A. Apés 4h, a migracio de neutrofilos foi avaliada conforme

descrito anteriormente.

A.7- Participacido do TNFa e do LTB4 na migracao de neutréfilos induzida pela
MIP-1a:: o envolvimento do TNFo no recrutamento de neutréfilos induzido pela MIP-1a foi
determinado através da utilizacdo de anticorpos anti-TNFa e pela administracdo de MIP-1o em
camundongos deficientes do receptor tipo I do TNFa (p557). O envolvimento do LTB, foi
verificado pelo tratamento dos animais com MKS886. Deste modo, camundongos BALB/c
foram pré-tratados i.p. com anticorpo controle (soro pré-imune; 35 ulL/cavidade) ou v.0. com
metilcelulose (0,1%), com o anticorpo o-TNFa (35 pl/cavidade) ou com MK886 (1 mg/Kg;
v.0.) e apds 15 min ou 1h, respectivamente, os animais foram injetados i.p. com MIP-1a (10
ng/cavidade) e a migracdo de neutréfilos avaliada na 4°h. Camundongos C57Bl/6 e p55’/ " foram
injetados i.p. com PBS ou MIP-1a (10 ng/cavidade) e a migracdo de neutréfilos foi avaliada 4
h apés estimulo. O lavado peritoneal coletado de camundongos selvagens ou p55” injetados

com MIP-1a também foi utilizado para a determinag@o da concentra¢do de LTB4 por ELISA.

A.8- Envolvimento dos receptores CCR1, CCRS5 e CXCR2 na migracio de
neutrofilos induzida por OVA: o envolvimento dos receptores CCR1 e CCRS na migragao de
neutréfilos induzida por OVA ou MIP-1a foi avaliada em animais deficientes para estes
receptores (CCR1” ¢ CCR5”). Deste modo, camundongos CCR1” e CCR5" foram
imunizados e desafiados com OVA (10 pg/cavidade) e a migracdo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal foi determinada na 4°h. MIP-1ae (10 ng/cavidade) foi administrada em

camundongos CCR1” ou CCR5” e a migracio de neutréfilos foi avaliada 4h apés o estimulo.
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A participagdo do receptor CXCR2 na migracdo de neutréfilos induzida por OVA ou
MIP-2 foi verificada pelo tratamento dos animais com repertaxina, droga antagonista dos
receptores CXCR1 e CXCR2. Assim, camundongos BALB/c foram pré-tratados 1h antes do
desafio com OVA (10 pg/cavidade) ou MIP-2 (30 ng/cavidade) com caboximetilcelulose 0,1%
(v.o.; controle), ou com repertaxina (25 mg/Kg; v.0.). Apés 4h da administracdo da OVA em
camundongos imunizados ou MIP-2 em camundongos naive, a migracdo de neutréfilos foi

avaliada conforme descrito anteriormente.

A.9 Participacao do TNFa e do LTB4 na migracao de neutrdfilos induzida pela
MIP-2: o envolvimento do TNFa no recrutamento de neutréfilos induzido pela MIP-2 foi
determinado através da utilizagdo de anticorpos anti-TNFo e pela administracdo de MIP-2 em
camundongos deficientes do receptor tipo I do TNFa (p55'/'). O envolvimento do LTB; foi
verificado pelo tratamento dos animais com MKS886. Deste modo, camundongos BALB/c
foram pré-tratados i.p. com anticorpo controle (soro pré-imune; 35 ulL/cavidade) ou v.o. com
metilcelulose (0,1%), com o anticorpo a-TNFa (35 pl/cavidade) ou com MKS886 (1 mg/Kg;
v.0.) e apos 15 min ou lh, respectivamente, os animais foram injetados i.p. com MIP-2 (30
ng/cavidade) e a migracdo de neutréfilos avaliada na 4°h. Camundongos C57B1/6 e p55” foram
injetados i.p. com PBS ou MIP-2 (30 ng/cavidade) e a migracdo de neutréfilos foi avaliada 4 h

apos estimulo.

A.10- Efeito do tratamento com drogas antiinflamatérias na migracao de
neutrofilos induzida por MIP-2: com o objetivo de avaliarmos o envolvimento da histamina,
de produtos da cicloxigenase e de citocinas na migracdo de neutrdfilos induzida pela MIP-2,
camundongos BALB/c foram pré-tratados com veiculo, droga inibidora do receptor H1 da
histamina (pirilamina; 30 mg/Kg; sc; 30 min antes), droga inibidora do receptor H2 da
histamina (cimetidina; 30 mg/Kg; sc; 30 min antes), droga inibidora da cicloxigenase
(indometacina; 5.0 mg/Kg; s.c.; 30 min antes), droga antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra;
10mg/Kg; i.v.; 15 min antes)droga inibidora da transcri¢do gé€nica (talidomida; 50 mg/Kg; s.c.;
1h antes); ou com glicocorticéide (dexametasona; 0.5 mg/Kg; s.c.; 1h antes) e injetados i.p.
com MIP-2 (30 ng/cavidade) ou PBS (controle). Ap6s 4h da administracdo da quimiocina, a
migracdo de neutrdfilos foi avaliada conforme descrito anteriormente.

A.11- Envolvimento da MIP-1a na migracao de neutroéfilos induzida pela MIP-2:

para verificarmos a existéncia de hierarquia de liberagdo entre as quimiocinas MIP-1o. e MIP-
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2, camundongos BALB/c foram pré-tratados i.p. com anticorpo inespecifico (3 pg/cavidade),
anticorpo policlonal anti-MIP-1a (15 pg/cavidade) ou com o anticorpo policlonal anti-MIP-2 e
ap6s 15 min, os animais foram desafiados com MIP-2 (30 ng/cavidade) ou MIP-1oa (10
ng/cavidade), respectivamente. O lavado peritoneal também foi coletado para a determinacao
da concentragdo de MIP-1a, TNFo e LTB4 por ELISA. Como controle da efetividade dos
anticorpos em neutralizarem suas respectivas quimiocinas, a migracio de neutréfilos também
foi determinada em camundongos tratados com anti-MIP-1a ou anti-MIP-2 e injetados com as
respectivas quimiocinas. Apds 4h, a migragdo de neutréfilos foi avaliada conforme descrito

anteriormente.

A.12- ELISA: a concentracdo de MIP-1a, MIP-13, RANTES, KC, MIP-2, TNFa e
IL-2 foi quantificada pelo método imunoenzimatico ELISA, baseado em protocolo
previamente descrito (Taktak e Lee, 1991). Brevemente, placas de microtitulacdo (96 pocos)
foram recobertas e incubadas com os anticorpos aMIP-1a (0,5 pg/mL), oMIP-1B (3 pg/mL),
oRANTES (1 pg/mL), oKC (2 ng/mL), aMIP-2 (2 ng/mL), oTNFa (2 pg/mL) ou oIL-2 (5,0
ng/mL) diluidos em PBS durante 15-18h a 40C. ap6s o tempo de incubacio, as placas foram
lavadas com PBS + Tween 20 (0,1%) e bloqueadas durante 1h, a temperatura ambiente, com
BSA 1%. Seguidamente, as placas foram lavadas e incubadas “overnight” a 4°C com as
amostras ou com as citocinas em dilui¢des seriadas (curva padrdo; base 2). Apds este periodo,
as placas foram novamente lavadas e incubadas com o respectivo anticorpo biotinilado: aMIP-
la (0,2 pg/mL), aMIP-1f (0,5 pg/mL), aRANTES (0,2 pg/mL), aKC (0,2 pg/mL), aMIP-2
(0,2 pg/mL), oTNFa (1:1000) ou oll-2 (0,5 wg/mL); por 1h a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e 50 UL de avidina-HRP (1:5000; DAKO A/S, Denmark) foi adicionado
para cada poco. A placa foi novamente incubada por 30 min a temperatura ambiente e, apos
este tempo, a placa foi lavada e adicionada com 50uL do substrato dihidroclorido de 1,2-
fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, 200 pg/mL; Sigma) diluido em tampao fostato
contendo com 0,4 uL/mL de H,O; 30%. Apds 15 min, a reacdo foi interrompida com a adig¢do
de H,SO4 IM. A leitura foi realizada em espectrofotometro ajustado para o comprimento de
onda de 490 nm. Os resultados foram expressos como picograma de MIP-1a, MIP-1f3,
RANTES, KC, MIP-2, TNFa ou IL-2 /mL, baseando-se na curva padrdo para cada citocina ou
quimiocina.

A concentragdo de LTB4 nas amostras foi determinada através de uso de um LTB4

EIA Kit (Cayman Chemical) de acordo com as normas do manufaturador. Brevemente, placa
53



de microtitulagdo pré-coberta com anticorpo monoclonal LLTB4 foi adicionada com LTBy4
recombinante murino em diluicdes seriadas (curva-padrdo; base 2) ou com as amostras. Logo
apo6s, todos os pocos foram adicionados com a enzima LTBy-acetilcolinesterase e com o
anticorpo aL'TB4 e a placa foi incubada “overnight” a temperatura ambiente. Apds incubacio,
a placa foi lavada e cada poco foi adicionado com 200 pL do reagente de Ellman (contendo
substrato para a acetilcolinesterase) e a placa foi incubada durante 90 min para o
desenvolvimento de cor. Apds o tempo de incubacdo, a leitura foi realizada em
espectrofotometro ajustado para o comprimento de onda de 405 nm. Os resultados foram

expressos como picogramas de LTB4/mL, baseando-se na curva padrio.

B- Mecanismos envolvidos no recrutamento de neutrofilos induzido por KC.

B.1- Migracao de neutrdfilos induzida por KC: com o objetivo de avaliarmos a
dose de KC para ser utilizada nos demais ensaios experimentais, uma curva dose e tempo
resposta foi determinada para KC. Deste modo, camundongos BALB/c foram injetados i.p.
com KC nas doses de 1, 3 e 10 ng/cavidade e o recrutamento de neutréfilos para a cavidade
peritoneal foi verificado 4, 12, 24, 48 e 72 h ap6s administragdo da quimiocina. A migragdo de

neutrofilos foi determinada conforme descrito anteriormente

B.2- Participacio do TNFaq, da IL-1 e do LTB4 na migracao de neutréfilos
induzida por KC: o envolvimento do TNFa no recrutamento de neutréfilos induzido por KC
foi determinado através da utilizag@o de anticorpos anti-TNFa e pela administragdo de KC em
camundongos deficientes do receptor tipo I do TNFo. (p557). O envolvimento da IL-1 e do
LTB, foi verificado pelo tratamento dos animais com IL-1ra ou MK886, respectivamente.
Deste modo, camundongos BALB/c foram pré-tratados i.p. com anticorpo controle (soro pré-
imune; 35 pl/cavidade) ou v.o. com metilcelulose (0,1%), com o anticorpo a-TNFa (35
uL/cavidade; 15 min antes), com IL-1ra (10mg/Kg; i.v.; 15 min antes) ou com MK886 (1
mg/Kg; v.o.; 1h antes) e injetados i.p. com KC (3 ng/cavidade) e a migracdo de neutréfilos
avaliada na 4°h. Camundongos C57BI/6 e p55” foram injetados i.p. com PBS ou KC (3
ng/cavidade) e a migracdo de neutréfilos foi avaliada 4 h ap6s estimulo. O lavado peritoneal de
camundongos injetados i.p. com KC (3 ng/cavidade) foi coletado apds 1,5 h da administragio

da quimiocina para a determinacdo da concentrac¢do de IL-1f3, TNFa e LTB, por ELISA.
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B.3- Efeito do tratamento com drogas antiinflamatérias na migracao de
neutrofilos induzida por KC: com o objetivo de avaliarmos o envolvimento da histamina, de
produtos da cicloxigenase e de citocinas na migracdo de neutréfilos induzida por KC,
camundongos BALB/c foram pré-tratados com veiculo, droga inibidora do receptor H1 da
histamina (pirilamina; 30 mg/Kg; sc; 30 min antes), droga inibidora do receptor H2 da
histamina (cimetidina; 30 mg/Kg; sc; 30 min antes), droga inibidora da cicloxigenase
(indometacina; 5.0 mg/Kg; s.c.; 30 min antes), droga inibidora da transcricio génica
(talidomida; 50 mg/Kg; s.c.; 1h antes); ou com glicocorticéide (dexametasona; 0.5 mg/Kg;
s.c.1h antes) e injetados i.p. com KC (3 ng/cavidade) ou PBS (controle). Apés 4h da
administracio da quimiocina, a migracdo de neutrdfilos foi avaliada conforme descrito

anteriormente.

B.4- Determinacio da participacio de células residentes na migracao de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida por KC ou MIP-2: com o intuito de
pesquisarmos a participacdo de células residentes peritoneais na migracdo de neutréfilos
induzida pelas quimiocinas CXC KC e MIP-2, camundongos BALB/c foram depletados de
mastocitos peritoneais pelo tratamento crénico com composto 48/80 ou pela injecdo prévia de
dgua destilada ou tiveram a populacio de macréfagos aumentada pelo tratamento com
tioglicolato. Apés os tratamentos, os animais foram injetados com KC e MIP-2. A migracéo de

neutréfilos foi avaliada na 4*h, conforme descrito anteriormente.

B.4;- Deplecio de mastocitos pelo tratamento cromico com o composto 48/80: O
procedimento experimental foi realizado conforme padronizado em nosso laboratério (Di Rosa
e cols., 1971). Os animais foram tratados com o composto 48/80 durante 4 dias. O tratamento
foi realizado conforme o seguinte protocolo: dia 1: 0,6 mg/Kg; dia 2: 1,0 mg/Kg; dia 3: 1,2
mg/Kg e dia 4: 2,4 mg/Kg. Todas as doses foram administradas i.p., duas vezes ao dia. Os
estimulos, MIP-2 (30 ng/cavidade), KC (3 ng/cavidade) e fMLP (100 nmoles), foram injetados
1.p., 24h apds o término do tratamento. A migra¢do de neutréfilos foi determinada conforme
descrito anteriormente. O lavado peritoneal foi corado com azul de toluidina para a coloragdo
especifica de mastdcitos e analisado em microscopia Optica para a verificacdo da efetividade do

tratamento.

B.4,- Deplecio de mastocitos pela injecao prévia de agua destilada: O protocolo

experimental foi realizado conforme descrito anteriormente (Mendonca e cols., 1986) e
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padronizado em nosso laboratdrio. As cavidades peritoneais foram pré-tratadas com 3 mL de
dgua destilada i.p., trés dias antes dos estimulos, MIP-2 (30 ng/cavidade), KC (3 ng/cavidade) e
fMLP (100 nmoles). A migra¢do de neutrdfilos e a efetividade do tratamento foi analisada
conforme descrito anteriormente. O lavado peritoneal foi corado com azul de toluidina para a
coloracdo especifica de mastdcitos e analisado em microscopia Optica para a verificacdo da

efetividade do tratamento.

B.4;- Aumento da populacao de macroéfagos pela injecao de tioglicolato: as cavidades
peritoneais foram estimuladas com 3 mL de tioglicolato 3% i.p., 4 dias antes do estimulo com
MIP-2 (30 ng/cavidade), KC (3 ng/cavidade) ou fMLP (100 nmoles). A migracdo de

neutréfilos e macréfagos foi analisada conforme descrito anteriormente.

B.5- Liberacao de fator quimioatraente para neutrofilos por macroéfagos estimulados com
KC ou MIP-2: com o objetivo de estudarmos se macréfagos peritoneais liberam fator
quimioatraente para neutr6filos quando estimulados com KC ou MIP-2, macréfagos
peritoneais foram incubado in vifro com estas quimiocinas e o sobrenadante dessas células foi
injetados em camundongos BALB/c e a migracdo de neutrdfilos foi determinada conforme
descrito anteriormente. Brevemente, a cavidade peritoneal de camundongos pré-tratados i.p.
com tioglicolato 3% foi lavada com a administracdo i.p. de 3 mL de RPMI heparinizado (10
Ul/mL) estéril. O lavado peritoneal foi centrifugado (1200 rpm; 10 min), ressuspendido com
RPMI e distribuido em placas de polietileno contendo 24 pocos (1 mL/poco), na concentragio
de 10° células/pogo. As placas foram incubadas a 37°C durante 1h em estufa com 5% de CO,,
permitindo deste modo a aderéncia dos macréfagos as placas. Ao final da incubacdo, o
sobrenadante de cada pogo foi desprezado e os leucdcitos aderidos foram lavados por 3 vezes
com RPMI, eliminando deste modo, as demais células coletadas da cavidade peritoneal, visto
que normalmente elas ndo aderem a placa de cultura. Os pogos foram adicionados com RPMI
completo e deixados em estufa a 37°C com 5%CO,, overnight. Ao final do periodo de
incubacdo, al placas foram novamente lavadas, adicionadas com RPMI incompleto e deixadas
em estufa a 37°C com 5% CO,, por 1h, para a eliminag¢do do soro bovino fetal. Seguidamente,
as placas foram novamente lavadas e adicionadas com RPMI ou com RPMI contendo as
quimiocinas, MIP-2 (0,3; 3,0 e 30 ng/mL) ou KC (0,1; 1,0 ou 10 ng/mL). As placas foram
mantidas em estufa contendo 5% CO, na temperatura de 37°C, durante 30 min. Apoés a
incubacio, as placas foram novamente lavadas por trés vezes para a retirada das quimiocinas e,

novamente incubadas com RPMI incompleto, 37°C, 5% CO,, durante 1,5h, 3h ou 6h para
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liberacdo de fator quimiotatico. A seguir, os sobrenadantes foram coletados e esterilizados por
meio de filtros Millipore 0,22 um (Millipore Corporation, Bed Ford, MA, USA), e utilizados
para os ensaios de migracdo de neutréfilos ou para a dosagem de IL-1f, TNFa e LTB4 por

ELISA, conforme descrito anteriormente.

3. Analise estatistica: os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) dos grupos utilizados nos procedimentos experimentais, determinadas pelo teste
de andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste corretivo de Bonferroni. Valores com

P<0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS
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A. Participa¢ao de quimiocinas na migracao de neutréfilos induzida por OVA.

A.1- Migracao de neutréfilos induzida por OVA em animais imunizados:
corroborando com resultados obtidos previamente pelo nosso laboratério (Canetti, C. e cols.,
2001), verificamos que o desafio intraperitoneal com OVA (1, 3 ou 10 pg/cavidade) em
camundongos BALB/c imunizados induziu migragcdo de neutrdfilos de maneira dose (Fig 1A) e
tempo (Fig 1B) dependente. Verificamos também que a administracdo i.p. de OVA em animais
nao-imunizados (controle) ndo foi capaz de induzir significativa migracdo de neutréfilos (Fig
1A). Do mesmo modo, verificamos também que a inje¢do i.p. de PBS em animais imunizados
com OVA nido induz recrutamento de neutrdfilos para a cavidade peritoneal (Fig 1A). OVA
induziu recrutamento de neutréfilos em camundongos imunizados com valor mdximo ap6ds 4h
de sua administragdo, apresentando significativa reducdo na 12°h e retornando a valores
semelhantes ao grupo controle na 24" h (Fig 1B).

O desafio com OVA em animais imunizados também induziu o recrutamento de
eosindfilos e células mononucleares. A partir da 12*h, observamos um pequeno e significativo
aumento no numero de eosindfilos pode ser observado. Na 24°h, quando o nimero de
neutréfilos havia retornado a valores semelhantes ao basal, observamos um significativo

acimulo tanto de eosinéfilos como de células mononucleares (Tabela I).

A.2- Envolvimento de linfécitos no recrutamento de neutréfilos induzido por
OVA: com o objetivo de caracterizar a participagdo de linfécitos na migracdo de neutréfilos
induzida por OVA em animais imunizados, camundongos selvagens (C57Bl6) ou deficientes
para a molécula MHCII (MHC” 7, Bo-microglobulina (Bg" ") ou para linfécitos B (B'/ ) foram
imunizados e desafiados com OVA. Os camundongos MHCI" referem-se aos animais
deficientes de linfécitos T CD4*, uma vez que esses animais ndo apresentam moléculas MHC
de classe II, os precursores de linfécitos T CD4" ndo reconhecem essas moléculas durante o
processo de maturagdo no timo, através da selecdo positiva, entrando prematuramente em
apoptose.

Como demonstrado na figura 2, camundongos MHCIT” quando imunizados e
desafiados com OV A ndo exibiram significativo acimulo de neutréfilos, quando comparados
aos camundongos selvagens. Do mesmo modo, o desafio com OVA em camundongos [32'/ i

imunizados ndo foi capaz de induzir significativa migracdo de neutréfilos para a cavidade
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peritoneal quando comparado aos animais selvagens (Fig 3A), sugerindo a importincia desses
tipos leucocitdrios na migracdo de neutrdfilos induzida por OVA. A participacdo de linfécitos
B também foi observada, desde que comparados aos camundongos selvagens, animais
deficientes para esse tipo celular também ndo apresentaram significativo actimulo de
neutréfilos (Fig 4A). Apesar de camundongos MHCIT™, B,” ¢ B” ndo responderem ao desafio
com OVA, estes animais apresentaram eficiente migracdo neutrdfilos contra um estimulo
inespecifico, o LPS (100 ng/cavidade), descartando a possibilidade de auséncia de resposta
inflamatéria nestes animais (dado ndo mostrado).

A eficiéncia do protocolo de imunizacdo com OVA e adjuvante de Freund foi
verificada através da titulacdo de IgG anti-OVA no soro e também pela liberacdo de IL-2 no
sobrenadante de esplendcitos incubados com OVA. Deste modo, verificamos que,
camundongos selvagens (WT; C57B1/6) imunizados apresentaram quantidades detectdveis do
anticorpo em todas as dilui¢des realizadas. Conforme esperado, a titulacdo do soro obtido de
animais ndo-imunizados apresentou baixa concentracdo de IgG anti-OVA, com valores
proximos ao zero. Com relacdo aos animais deficientes, observamos que assim como oS
animais selvagens, o processo de imunizagdo provocou o surgimento de IgG anti-OV A no soro
de camundongos PB,” imunizados, em quantidades detectdveis do anticorpo em todas as
dilui¢Ges realizadas, enquanto que animais ndo-imunizados apresentaram baixa concentra¢io
de IgG anti-OVA (Fig 3B). Conforme esperado, camundongos deficientes para linfécitos
TCD,* (MHCII™) e células B (B”") ndo apresentaram quantidades significativas de IgG anti-
OVA quando comparados aos camundongos ndo-imunizados ou aos camundongos da
linhagem selvagem imunizados (Figuras 2B e 4B).

Com relagdo a concentracdo de IL-2 no sobrenadante de esplendcitos de animais
falso-imunizados e imunizados, observou-se um significativo aumento da concentragio de IL-2
no sobrenadante de esplendcitos obtidos de animais imunizados e estimulados in vitro com
OVA, comparado aos esplendcitos de animais imunizados e incubados com meio de cultura.
Do mesmo modo, sobrenadantes de esplendcitos obtidos de camundongos MHCII”™ (Tabela
IT), B,”" (Tabela III) ou B (Tabela IV) apresentaram significativa concentracio de IL-2
quando estimulados in vitro com OVA, quando comparados aos sobrenadantes de esplendcitos
obtidos de camundongos ndo-imunizados e incubados in vitro com OVA. Tanto esplendcitos
obtidos de camundongos imunizados como de ndo imunizados ndo liberaram concentragio

significativa de IL-2 quando incubados somente com meio de cultura (Tabelas II, Il e IV).
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A.3- Mastocitos modulam negativamente a migracao de neutroéfilos induzida por
OVA em camundongos imunizados: ainda com o intuito de investigar a participagdo de
leucdcitos no modelo de imunizacdo e desafio com OVA, dirigimos nosso estudo para
investigar a participacdo de mastdcitos residentes peritoneais. Deste modo, como pode ser
observado na figura 5B, quando submetemos camundongos imunizados ao protocolo de
deplecdo de mastdcitos, tanto com composto 48/80 como pela utilizagdo de altos volumes de
dgua destilada, verificamos uma potencializacdo da migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal 4h ap6ds o desafio com OVA. Este resultado indica um importante envolvimento dos
mastocitos peritoneais neste modelo de inflamacdo de origem imune, modulando
negativamente o recrutamento de neutrofilos.

A efetividade dos tratamentos em reduzir a populacdo peritoneal foi verificada
através de coloracdo especifica para mastdcitos. Desta forma, verificamos que camundongos
imunizados e tratados com 48/80 ou 4gua destilada apresentam significativa reducdo na
populagdo de mastdcitos peritoneais quando comparados aos camundongos imunizados e

submetidos ao tratamento somente com PBS (Fig 5A).

A.4- IL-10 controla a migracao de neutréfilos induzida por OVA em animais
imunizados: a partir do resultado demonstrando que mastdcitos residentes peritoneais
modulam negativamente a migragdo de neutr6filos em camundongos imunizados e desafiados
com OVA, buscamos investigar o envolvimento das citocinas IL-4 e IL-10. Estas citocinas
apresentam conhecida atividade antiinflamatoria, além de que mastécitos sdo conhecidos como
célula fonte dessas citocinas. Desta forma, submetemos camundongos deficientes para IL-4
(IL-4") ou IL-10 (IL-107") ao protocolo de imunizacdo e desafio com OV A. Nossos resultados
demonstram que o desafio com OVA em camundongos deficientes de IL-14 imunizados nio
apresentou diferencas significativas na migragdo de neutrdfilos quando comparados aos
animais selvagens. Entretanto, o desafio com OVA em camundongos deficientes para IL-10
imunizados demonstrou um exacerbado recrutamento de neutréfilos quando comparados aos
camundongos selvagens (Fig 6). Interessantemente, esses animais apresentaram o mesmo perfil
de resposta verificado com a deplecdo de mastdcitos, sugerindo que a IL-10 possivelmente

possa ser um dos mediadores liberados por mastdcitos residentes peritoneais.

A.5- OVA nao induz migracao de neutrofilos em camundongos deficientes da
molécula de adesao ICAM: para verificarmos a participacdo da molécula de adesao ICAM-1

no modelo de imunizacio e desafio com OVA, camundongos deficientes da molécula de
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adesdao ICAM-1 (ICAM—I"') foram submetidos a este protocolo experimental. Nossos
resultados demonstram uma deficiente migracdo de neutréfilos apds 4h do desafio com OVA
em animais ICAM-17"  imunizados, quando comparados aos camundongos da linhagem
selvagem (C57B1/6) imunizados e desafiados com OVA (Fig 7). Entretanto, verificamos que
essa deficiéncia apresentada no recrutamento de neutréfilos ndo se deve a uma baixa
efetividade do protocolo de imunizagéo, pois esses animais apresentaram titulacdo de IgG anti-
OVA e producdo de IL-2 por esplendcitos estimulados in vitro com OVA com valores

similares aos animais da linhagem selvagem (Fig 7B e Tabela V, respectivamente).

A.6- Participaciao de quimiocinas na migracao de neutréfilos induzida por OVA
em camundongos imunizados: para verificarmos a participagdo de quimiocinas CC e CXC
mediando o recrutamento de neutréfilos induzido por OVA em animais imunizados,
submetemos as células peritoneais coletadas 1h apds o desafio com OVA ao ensaio de RPA
para a detecc@o da expressao de RNAm para as quimiocinas TCA-3, MCP-1, MIP-2, MIP-1q,
MIP-1B3, RANTES e LTN e dos receptores CCR2, CCR5 e CCRI1 e, ao ensaio de RT-PCR para
detec¢do da expressdo de RNAm para as quimiocinas KC e MIP-2 e para o receptor CXCR2.
Desta forma, detectamos um significativo aumento da expressio de RNAm para as
quimiocinas CC MIP-1a, MIP-13 e RANTES e para as quimiocinas CXC KC e MIP-2 quando
comparado aos animais imunizados e injetados com PBS (Fig 8A e 8C). Por outro lado, ndo
detectamos aumento significativo da expressdo de RNAm para a quimiocina C linfotactina ou
para as quimiocinas CC eotaxina, MCP-1 e TCA-3. Além disso, observamos um aumentada
expressdo de RNAm para os receptores CCR1 e CXCR2 (Fig 8B e 8C). Entretanto, o ensaio
ndo apresentou aumento significativo na expressdo dos receptores CCR2 e CCR5 (Fig 8B). A
integridade cellular foi verificada através da analise da expressio de RNAm para moléculas
constitutivas como L32 e GAPDH (RPA) e B-actina (RT-PCR), onde ndo verificamos
deiferengas entre o grupo controle e o grupo injetado com OVA.

Perante a este resultado, verificamos por ELISA a concentracdo de MIP-1q,
MIP-1B, RANTES, KC e MIP-2 no lavado peritoneal apés 2h do desafio com OVA em
animais imunizados. Desta forma, quando comparado aos camundongos imunizados e
injetados com PBS, o lavado peritoneal coletado de camundongos imunizados e desafiados
com OVA apresentou um aumento significativo na concentracdo de MIP-1a,, RANTES, KC e
MIP-2. Entretanto, a presenca de MIP-1B no lavado peritoneal de camundongos imunizados e

desafiados com OV A nio foi detectada pelo nosso ensaio (Fig. 9A e 9B).
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A.7- A migracao de neutréfilos induzida por OVA em camundongos imunizados
¢ dependente de MIP-1a:: embora tenhamos detectado a expressdo das quimiocinas MIP-1a,
RANTES e MIP-1B, nossos resultados demonstram que somente MIP-lo participa do
recrutamento de neutrofilos em animais imunizados e desafiados com OVA. Para isto,
observamos que diferentemente dos animais da linhagem selvagem (C57B1/6), OVA nao foi
capaz de induzir migra¢do de neutréfilos em animais deficiente de MIP-1o (MIP-10")
imunizados (Fig 10A). O estado de imuniza¢io dos camundongos da linhagem MIP-1or"
submetidos ao protocolo de sensibilizagdo com OVA também foi verificado. A imunizacio
provocou um aumento significativo de IgG anti-OVA no soro coletado tanto de camundongos
da linhagem selvagem com deficientes de MIP-1a., apresentando quantidades detectdveis do
anticorpo em todas diluicdes realizadas até a razdo de 1:4000, fato que ndo ocorreu com as
dilui¢des do soro obtido de animais ndo-imunizados. Além disso, verificamos que a
concentragdo de IL-2 obtida do sobrenadante de esplendcitos oriundos dos camundongos MIP-
la”™ e incubados in vitro com OVA foi similar aquela observada nos sobrenadantes de
camundongos da linhagem selvagem (Tabela VI). O possivel envolvimento de RANTES e
MIP-1B no recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal de animais imunizados e
desafiados com OVA também foi verificado. Nossos resultados demonstram que o tratamento
dos animais imunizados com anticorpos anti-RANTES ou anti-MIP-1f nfo interferiu com a
migracdo de neutrofilos verificada 4h ap6s o desafio com OVA (Fig 10B). A eficiéncia destes
anticorpos em neutralizar suas respectivas quimiocinas foi confirmada, pois o tratamento de
camundongos BALB/c com anti-RANTES ou anti-MIP-1 inibiu significativamente o
acumulo de neutréfilos observado 4h apds a injecdo i.p de RANTES (30 ng/cavidade; inibi¢do
de 58.7%; Fig 10C) ou MIP-1f (10 ng/cavidade; inibi¢do de 31%; Fig 10D).

Uma vez que observamos que a quimiocina CC MIP-1a participa da migragdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida por OVA em camundongos imunizados,
realizamos uma curva temporal da liberacdo desta quimiocinas. Assim, observamos um pico da
liberacdo de MIP-1a 1,5 h ap6s o desafio com OVA, seguido de uma reducgio na 2°h apds o
desafio, porém permanecendo com valor significativo quando comparado aos animais

controles, retornando aos valores semelhantes ao basal na 4* h (Fig 11).

A.8- Envolvimento da MIP-1a na liberacio de TNFo e LTB4 apos desafio com

OVA em animais imunizados: resultados obtidos previamente pelo nosso grupo demonstrou
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que a migracdo de neutréfilos em camundongos imunizados e desafiados com OVA ¢é
dependente da liberacio de TNFa por linfécitos T CDy4", tendo como mediador final o LTB,
(Canetti, C. e cols., 2001). Neste sentido, investigamos se MIP-1a estaria envolvida na
liberagdo destes mediadores. Desta forma, verificamos que o desafio i.p. com OVA em
camundongos selvagens imunizados induziu uma elevada concentracio de TNFo e L'TB4 no
lavado peritoneal coletado 2h apds estimulo. Entretanto, quando submetemos camundongos
MIP-10:"" a0 mesmo protocolo de imunizagdo e desafio com OVA, ndo detectamos nenhuma
diferenga significativa entre os niveis de TNFa (Fig 12A) e LTB4 (Fig 12B) encontrados no
lavado peritoneal dos camundongos imunizados e desafiados com OVA e a concentragdo

destes mediadores no lavado peritoneal dos animais controle.

A.9- Envolvimento do TNFa e do LTB4 na migracao de neutréfilos induzida pela
MIP-1o: a partir do achado que a migragdo de neutréfilos apds imunizagido e desafio com
OVA ¢é mediada pela MIP-1a e, animais deficientes para esta quimiocinas nio apresentam
aumento significativo na liberacio de TNFo e LTB4, direcionamos este estudo para
verificarmos se MIP-1aw também induz acimulo de neutréfilos de maneira semelhante ao
observado com OVA em animais imunizados. Assim sendo, verificamos primeiramente que a
administracio i.p. da MIP-1a induziu migracdo de neutréfilos em camundongos BALB/c de
maneira dose e tempo dependente. A menor dose de MIP-1at que induziu significativa
migracdo de neutréfilos foi 3 ng/cavidade, enquanto que o pico de recrutamento de neutréfilos
foi observado na dose de 10 ng/cavidade (Fig 13A). Além disso, observamos que a migracao
de neutréfilos induzida pela MIP-1c alcangou o pico na 4*h apés administragdo da quimiocina,
apresentando-se reduzida na 8*h e retornando a valores préximos do basal na 12*h e assim
permanecendo até a 24°h (Fig 13B). Devido ao fato da dose 10ng ter induzido acimulo de
neutréfilos semelhantemente a dose 30 ng, essa dose foi utilizada para os demais ensaios
experimentais.

Com relagéo a participagdo do TNFo na migragdo de neutrdfilos induzida pela MIP-
1o, observamos que o tratamento i.p. dos camundongos com soro anti-TNFo foi capaz de
inibir significativamente o acimulo de neutrdéfilos na cavidade peritoneal induzido pela
administracdo i.p. com MIP-1a (Fig 14A). Confirmando o envolvimento do TNFoa, a

administracdo i.p. de MIP-1a em camundongos deficientes do receptor do tipo I para o TNFa
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(p55'/') ndo foi capaz de induzir significativo recrutamento de neutréfilos para a cavidade
peritoneal (Fig 14B).

Concernemente a participagdo do LTB,4 na migracdo de neutréfilos induzida pela
MIP-10, os resultados demonstram que a auséncia de migracdo de neutrdfilos em
camundongos p55'/ " injetados com MIP-1a € acompanha de uma caréncia na producdo de
LTB4. Conforme pode ser observado na figura 14C, MIP-1a induziu elevada producdo de
LTB4 no lavado peritoneal coletado dos camundongos da linhagem selvagem. Entretanto, o
mesmo resultado nio foi observado com animais p55" ". Deste modo, nossos dados indicam que
a migracdo de neutréfilos induzida pela MIP-1a é dependente da liberacdo seqiiencial de
TNFo e LTB4. Comfirmando o envolvimento do L'TB4 na migracdo de neutréfilos induzida
pela MIP-1a, camundongos BALB/c foram pré-tratados com MK886 (droga inibitéria da
atividade da 5-lipoxigenase), lh antes da administracio da MIP-1o.. Conforme podemos
observar na figura 14D, MIP-1a ndo induziu significativo recrutamento de neutrdfilos em

animais com reduzida atividade da 5-lipoxigenase.

A.10- A migracdo de neutrofilos induzida por OVA em camundongos
imunizados depende da interacdo entre MIP-1a e o receptor CCR1: como MIP-1a induz
suas fungdes através da interacdo com os receptores CCR1 e CCRS, investigamos por qual
receptor MIP-1o estaria interagindo para induzir recrutamento de neutréfilos apds desafio com
OVA. Para este objetivo, submetemos camundongos selvagens ou deficientes do receptor tipo
1 (CCR17) ou tipo 5 (CCR57) para quimiocinas CC ao protocolo de imunizacio e desafio com
OVA. Nossos resultados demonstram que o desafio com OVA ndo induz migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos CCR1”~ imunizados (Fig 15). Por outro
lado, a auséncia da expressdo do receptor CCRS néo inibiu a migracdo de neutréfilos induzida
por OVA (Fig 16). Esta mesma estratégia foi utilizada para verificarmos por qual receptor
MIP-1a estaria induzindo migra¢do de neutrdfilos. Conforme esperado, MIP-1a induziu
significativa migragc@o de neutréfilos para a cavidade peritoneal dos camundongos CCR5" (Fi g

16), fato ndo observado com os camundongos CCR17" injetados com a quimiocina (Fig 15).

A.11- A migracao de neutroéfilos em camundongos imunizados e desafiados com
OVA ¢é dependente de MIP-2: para verificarmos o envolvimento de MIP-2 e KC no
recrutamento de neutrdfilos induzido por OVA, camundongos imunizados foram pré-tratados

com anticorpos anti-MIP-2 e anti-KC e seguidamente desafiados com OVA. Nossos resultados
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demonstram que somente o pré-tratamento com anti-MIP-2 foi capaz de inibir
significativamente o acimulo de neutrdfilos na cavidade peritoneal, 4h ap6s o desafio com
OVA, enquanto que o pré-tratamento com anti-KC ndo apresentou diferenca significativa
quando comparado aos animais pré-tratados com IgG controle (Fig 17A). A eficiéncia destes
anticorpos em neutralizar suas respectivas quimiocinas foi confirmada, pois o tratamento de
camundongos normais com anti-MIP-2 ou anti-KC inibiu significativamente o recrutamento de
neutréfilos observado 4h apds a administragdo i.p de MIP-2 ou KC, respectivamente (Fig 17B
e 17C). Deste modo nossos resultados demonstram que embora tenhamos detectado tanto a
expressio de RNAm como a producdo das proteinas para MIP-2 e KC, somente MIP-2 esta
envolvida com o evento de recrutamento de neutr6filos em animais imunizados e desafiados
com OVA.

Uma vez que observamos que a quimiocina CXC MIP-2 participa da migragdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida por OVA em camundongos imunizados,
realizamos uma curva temporal da liberacdo desta quimiocina. Deste modo, observamos um
aumento significativo da produ¢do de MIP-2 apés 1,5 h do desafio com OVA, alcancando o
pico na 2°h, conseqiientemente observamos uma reducdo na 4*h apds o desafio, porém

permanecendo com valor significativo, retornando aos niveis basais 8h apods o desafio (Fig 18).

A.12- A migracao de neutrdfilos induzida por MIP-2 ou por OVA ¢ dependete do
receptor CXCR2: uma vez que demonstramos que a migragdo de neutréfilos induzida por
OVA em camundongos imunizados é dependente da liberagdo de MIP-2 e que OVA também
induz significativo aumento da expressdo de RNAm para CXCR2, investigamos o efeito do
antagonismo deste receptor na migracdo de neutréfilos induzida por OVA ou MIP-2. Para isto,
primeiramente realizamos uma curva dose-resposta para MIP-2. Deste modo, observamos que
a migracdo de neutré6filos induzida pela administracio i.p. de MIP-2 em camundongos BALB/c
ocorreu de maneira dose-dependente. Conforme demonstrado na figura 19A, quando
comparado ao grupo controle (PBS), observa-se que as doses de 10 e 30 ng/cavidade induziram
significativo recrutamento de neutréfilos, com pico na dose de 30 ng/cavidade, sendo esta a
dose escolhida para a utilizacdo nos demais ensaios experimentais. Além disso, MIP-2
provocou um acentuado actimulo de neutréfilos para a cavidade peritoneal com pico na 4°h,
tendo um declinio na 12°h e voltando aos niveis basais na 24*h (Fig 19B).

Para verificarmos a participagdo do receptor CXCR2 na migracdo de neutrdfilos
induzida por OVA, camundongos imunizados foram pré-tratados com repertaxina, droga

antagonista do receptor CXCR2, e logo em seguida desafiados com OVA. Os resultados
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demonstram que o pré-tratamento com repertaxina foi efetivo em bloquear o recrutamento de
neutréfilos induzido por OVA em camundongos imunizados (Fig 20A). Conforme esperado
observamos uma acentuada inibi¢do da migracdo de neutrdfilos induzida por MIP-2 em
camundongos pré-tratados com repertaxina (Fig 20B). Este resultado indica a que MIP-2
participa da migracdo de neutrdfilos induzida por OVA através da interacdo com o receptor

CXCR2.

A.13- MIP-2 participa da migracao de neutrofilos induzida por OVA em animais
imunizados através da liberacao seqiiencial de MIP-1a,, TNFo e LTBy4: com a finalidade de
determinarmos a posicdo da MIP-2 na cascata de mediadores inflamatérios liberados apds
desafio com OVA, primeiramente testamos a hipétese de que o recrutamento de neutréfilos
induzido pela MIP-2 é dependente da producdo de TNFo e LTB4. A migracdo de neutréfilos
induzida pela administracdo i.p. de MIP-2 foi significativamente inibida pelo pré-tratamento
com anticorpo anti-TNFa ou com as drogas talidomida (50 mg/Kg; s.c.), droga inibidora da
transcrigdo génica de citocinas, MK886 (1 mg/Kg; v.o.), droga inibidora da sintese de
leucotrienos ou com glicocorticéide (dexametasona; 0.5 mg/Kg; s.c.; Fig 21A). O
envolvimento do TNFa na migragdo de neutréfilos induzida pela MIP-2 foi confirmado, desde
que a administragdo i.p. de MIP-2 em camundongos deficientes para o receptor tipo I do TNFa
(p55'/') induziu reduzida migracdo de neutrdfilos quando comparada com a migracdo de
neutréfilos induzida pela injecdo de MIP-2 em animais da linhagem selvagem (C57Bl6; Fig
21B).

Para verificarmos a participacdo de outros mediadores inflamatérios na migragcdo de
neutréfilos induzida pela MIP-2, esta quimiocina foi administrada i.p. em camundongos
BALB/c pré-tratados com PBS (s.c.; controle), droga inibidora do receptor HI da histamina
(pirilamina; 30 mg/Kg; sc), droga inibidora do receptor H2 da histamina (cimetidina; 30
mg/Kg; sc), droga inibidora da ciclooxigenase (indometacina; 5.0 mg/Kg; s.c.) ou com IL-1ra
(10 mg/Kg; i.v.), antagonista do receptor da IL-1. Nossos resultados demonstram que nenhum
desses mediadores pesquisados participam da migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal induzida pela MIP-2 (Tabela VII).

Uma vez verificado que do mesmo modo que MIP-1a, MIP-2 induz recrutamento de
neutréfilos dependentemente da liberagdo de TNFo e LTB4, nosso préximo passo foi
investigar se havia hierarquia de liberag@o destas quimiocinas. Deste modo, nossos resultados

demonstraram que o tratamento com o anticorpo anti-MIP-1a inibiu significativamente a
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migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida pela MIP-2 (Fig 22B), fato ndo
observado quando os animais foram pré-tratados com anti-MIP-2 e injetados i.p. com MIP-1a
(Fig 22A). Para verificarmos a efetividade do anticorpo anti-MIP-10, camundongos BALB/c
foram pré-tratados com anti-MIP-1o e em seguidas injetados com a prépria quimiocina. Desta
forma verificamos que o tratamento com anti-MIP-1a inibe significativamente a migracdo de
neutréfilos induzida pela MIP-1a (PBS: 0,2810,19; MIP-1o: 2,710,32; o-MIP-1a+MIP-1a:
0,7£0,18; nimero de neutr(’)filosx106/cavidadeiEPM). Com o intuito de confirmarmos o
resultado obtido com o anticorpo, animais deficientes para a quimiocina MIP-1oe (MIP-1a7),
diferentemente dos animais selvagens, ndo se apresentaram responsivos ao estimulo com MIP-
2 (Fig 22C). Além disso, observamos um significativo aumento na concentracio de MIP-1a,
TNFa e LTB4 quando comparado com os animais injetados i.p. com PBS, onde o pré-
tratamento com anti-MIP-1¢ inibiu significantemente a liberacdo de TNFo e LTB4 induzida
pela MIP-2 (Tabela VIII). Estes resultados sugerem que conforme verificado com MIP-2, a
migracdo de neutrdfilos induzida por OVA em animais imunizados € dependente da liberagdo

de MIP-2 para que inicie a liberacdo seqiiencial de MIP-1a, TNFo e LTB,.

B. Mecanismos envolvidos na migracao de neutrofilos induzida por KC e MIP-2

B.1- KC induz migracao de neutréfilos dependentemente da liberacido de TNFq,
LTB4 e IL-1: nesta parte de nosso estudo, nosso objetivo foi investigar os mecanismos
envolvidos na migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal induzida pela administracio
i.p. com KC em camundongos BALB/c. Assim como verificamos com a administracio i.p com
MIP-2, KC também induziu migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c de maneira dose e tempo dependente. Quando comparado ao grupo
controle, observamos que as dose de 1, 3 e 10 ng/cavidade apresentaram significante migracao
de neutrdfilos (Fig 23A). Devido ao fato da dose 3 ng/cavidade ter induzido acimulo de
neutréfilos semelhantemente a dose 10ng/cavidade, essa dose foi utilizada para os demais
ensaios experimentais. Além disso, verificou-se que o recrutamento de neutréfilos induzido por
KC teve pico na 4°h, tendo um declinio na 12°h e voltando aos niveis semelhantes ao basal na
24°h (Fig 23B).

Para verificarmos a participacio de mediadores inflamatérios na migracdo de
neutréfilos induzida por KC, camundongos BALB/c foram pré-tratados com PBS (s.c.;

controle), droga inibidora do receptor H1 da histamina (pirilamina; 30 mg/Kg; sc), droga
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inibidora do receptor H2 da histamina (cimetidina; 30 mg/Kg; sc), droga inibidora da
ciclooxigenase (indometacina; 5.0 mg/Kg; s.c.), droga inibidora da transcricdo génica
(talidomida; 50 mg/Kg; s.c.); droga inibidora da 5-lipoxigenase (MK886; 1.0 mg/Kg; v.o0.),
droga antagonista do receptor para a IL-1 (IL-1ra; 10 mg/Kg; i.v.) ou com glicocorticéide
(dexametasona; 0.5 mg/Kg; s.c.). Nossos resultados demonstram o pré-tratamento com
MKS886, talidomida e IL-1ra inibiu significativamente a migragdo de neutr6filos induzida por
KC. Além disso, o pré-tratamento dos animais com dexametasona inibiu completamente a
migracdo de neutrdfilos induzida por KC (Fig 24A). O pré-tratamento com pirilamina,
cimetidina ou indometacina ndo interferiu com a migragdo de neutréfilos apds administragdo
i.p. com KC (Tabela IV). Confirmando o envolvimento do TNFo na migracdo de neutréfilos
induzida por KC, a administracdo i.p. de KC em camundongos deficientes para o receptor tipo
I do TNFa (p55'/’) induziu reduzida migracio de neutréfilos quando comparada com animais
da linhagem selvagem (C57B16; Fig 24B). Conforme esperado, concentracdes significativas de
IL-1B, TNFa e LTB, foram encontradas no lavado peritoneal de camundongos injetados i.p.

com KC (Tabela X).

B.2- KC e MIP-2 induzem migracido de neutrofilos de maneira dependente da
participacao de células residentes peritoneais: com o intuito de investigar a participag@o de
células residentes peritoneais na migra¢do de neutréfilos induzida pelas quimiocinas KC e
MIP-2, submetemos camundongos BALB/c ao protocolo de deplecdo de mastdcitos peritoneais
com composto 48/80 ou por altos volumes de dgua destilada e ao protocolo de aumento da
populagdo de macréfagos peritoneais com a administracdo de Tioglicolato 3%. Os resultados
demonstram que camundongos depletados de mastdcitos residentes peritoneais, tanto com
48/80 (Fig 25B) como pela agua destilada (Fig 26B), ao serem injetados com tanto KC como
com MIP-2 apresentaram potencializacdo na migracdo de neutrdfilos observada 4h apds a
administracdo das quimiocinas. A efetividade do tratamento em reduzir a populacdo de
mastocitos peritoneais esta demonstrada na figura 25A (tratamento com 48/80) e 26A
(tratamento com dgua destilada). Além disso, verificamos que ambos tratamentos nio afetaram
a responsividade da cavidade peritoneal ao fMLP, estimulo independente de mastdcitos (Fig
25B e 26B). Este resultado indica uma importante participagdo dos mastdcitos peritoneais no
sentido de controlar negativamente a migracdo de neutréfilos induzida tanto por KC como

MIP-2.
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A participagdao dos macrofagos foi verificada através do aumento da populagdo de
macréfagos peritoneais pelo tratamento com Tioglicolato 3%. Deste modo, conforme
demonstrado na figura 27B, o aumento da populacdo de macréfagos peritoneais potencializou a
migracdo de neutrdfilos induzida tanto por KC como por MIP-2 (Fig 27B). A efetividade do
tratamento esta demonstrada na figura 27A, onde se pode observar um significativo aumento
da populacio de macréfagos peritoneais em animais submetidos ao pré-tratamento com
tioglicolato. Além disso, o protocolo néo interferiu com a migragdo de neutréfilos induzida
pelo TMLP, estimulo independente de macrofagos peritoneais (Fig 27B). Este dado sugere que
macréfagos residentes peritoneais possam ser responsdveis pela liberacdo de fatores
quimioatraentes para neutréfilos quando estimulados in vivo com as quimiocinas KC e MIP-2.

Para confirmarmos a participagdo de macréfagos peritoneais na migragdo de
neutréfilos induzida por KC ou MIP-2, estas células foram coletadas de camundongos BALB/c
previamente injetados com Tioglicolato e estimulados in vitro com diferentes concentragdes de
MIP-2 (0,3; 3 e 30 ng/mL) ou KC (0,1; 1 e 10 ng/mL). Apés 30 min de estimulo com as
quimiocinas, os macréfagos foram lavados e incubados com meio (RPMI) durante diferentes
intervalos de tempo (1,5; 3 ou 6h). A seguir o sobrenadante destas células foi coletado e
injetado em camundongos BALB/c. Os resultados demonstram que MIP-2 na concentracio de
3 ng/mL e no tempo de 6h de incubagdo foi capaz de induzir significante migra¢do de
neutréfilos para a cavidade peritoneal (Fig 28A). O mesmo resultado foi observado com KC,
onde a concentracdo de 10 ng/mL e o tempo de 6h foi capaz de induzir significativa migracdo
de neutrdfilos (Fig 28B). Desde que observamos que a migra¢do de neutréfilos induzida por
KC ¢ dependente de IL-1, TNFa e LTB4, e que MIP-2 induz recrutamento de neutréfilos
dependentemente da liberacdo de TNFa e LTB4 procuramos investigar se macrofagos
peritoneais estimulados in vitro com KC ou MIP-2 liberam estes mediadores inflamatdrios.
Conforme postado na tabela XI, macréfagos peritoneais estimulados in vitro tanto com KC
como por MIP-2 liberaram quantidades significativas de IL-1B, TNFo e LTB4, quando
comparado aos macrdfagos incubados com meio de cultura. Este resultado sugere que
macréfagos residentes peritoneais possam ser a célula fonte desses mediadores na migracdo de

neutréfilos induzida por KC e MIP-2.
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Figura 1. OVA induz migracio de neutéfiolos de maneira dose e tempo
dependente. (A) As barras indicam o numero de neutrofilos coletados das cavidades
peritoneais 4h ap6s o desafio i.p. com OVA (10 pg/cavidade) em camundongos nao-
imunizados, ou em camundongos imunizados (1; 3 e 10 pg/cavidade). A migracdo de
neutréfilos também foi avaliada em camundongos imunizados e desafiados com PBS
(controle). (B) As barras indicam o nimero de neutréfilos coletados das cavidades peritoneais
de camundongos imunizados apds 2; 4; 12 ou 24 h ap6s desafio com PBS (quadrados abertos)
ou OVA (10 pg/cavidade; quadrados fechados). Os resultados estdo expressos como
médiatEPM (n=5). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com

correcdo de Bonferroni).
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Tabela 1. Tempo resposta da migragdo de leucécitos induzida pelo desfio i.p. de PBS ou OVA (10
lg/cavidade) em camundongos Imunizados.

TEMPO NEUTROFILOS EOSINOFILOS CELULAS MONONUCLEARES
(horas) (x10°%/cavidade) (x10°%/cavidade) (x10%/cavidade)
Controle OVA Controle OVA Controle OVA

0 0,41+0,20 1,06+0,20 0,09+0,03 0,15+0,08 3,65+0,42 3,56+0,45

2 0,57+0,18 2,03+0,16' 0,07+0,02 0,13+0,05 2,63+0,56 3,12+0,26

4 0,16%0,06 4,80i0,37' 0,12+0,08 0,09+0,01 4,85+0,95 4,34+1,24

8 0,36+0,21 3,33+0,34’ 0,08+0,01 0,25+0,14 4,34+1,15 5,21+0,96

12 0,25+0,37 3,06+0,43" 0,07+0,04 1,6240,54° 3,85+0,36 5,85+1,14

24 0,39+0,42 1,26+0,17 0,09+0,10 2,52+0,36" 3,65+0,86 6,57+1,18"

Os resultados estao expressos como médiatEPM (n=5). * P,0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 2. OVA nio induz o recrutamento de neutréfilos em camundongos
deficientes da molécula MHC II (MHCII”) imunizados. (A) As barras representam o
nimero de neutréfilos coletados 4h apds desafio com PBS (barra vazia) ou OVA (10
ng/cavidade) em camundongos WT (C57B1/6) ou MHCII” imunizados (barras cheias) ou no-
imunizados (NI). Os resultados estao apresentados como médiatEPM (n=5). *P<0,05 quando
comparado ao grupo controle. *P<0,05 quando comparado aos camundongos WT imunizados e
desafiados com OVA (“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni). (B) Titulacdo de
IgG o-OVA do soro de camundongos WT ou MHC II”" ndo-imunizados ou imunizados com
OVA. Os resultados estdo representados como médiatEPM (duplicata). *P<0.05 quando

comparado ao grupo ndo-imunizado (student’s t-test).
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Figura 3. OVA nio induz migracio de neutréfilos em camundongos deficientes

de linfécitos T CDg" ([32'/') imunizados. As barras representam o nimero de neutrdfilos

coletados 4h ap6s desafio com PBS (barra vazia) ou OVA (10 pg/cavidade) em animais WT

(C57B1/6) ou [32'/' imunizados (barra cheia) ou nao-imunizados (NI). Os resultados estdo

apresentados como médiatEPM (n=5). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle.

#*P<0,05 quando comparado com os animais WT imunizados e desafiados com OVA (“One-

way ANOVA” com correcdo de Bonferroni). (B) Titulagio de IgG a-OVA do soro de

camundongos WT ou B,” ndo-imunizados ou imunizados com OVA. Os resultados estio

representados como médiatEPM (duplicata). *P<0.05 quando comparado ao grupo nao-

imunizado (student’s t-test).
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Tabela II: Concentracéo de IL-2 no sobrenadante de esplendcitos oriundos de camundongos WT
(C57B16) ou deficientes da molécula MHC de classe I (MHCII™).

Esplenocitos OVA IL-2
(10 no/ml )\ (ng/ml.: 24 h)
WT controle - ND
WT controle + 6.54+6.54
WT imunizado - 30.69+17.6
WT imunizado + 95.21+2.38"
MHCII™ controle - 55.05+14.88
MHCII" controle + 42.87+16.24
MHCII™ imunizado - 21.21+14.88
MHCII™ imunizado + 121.38+16.54

Esplenicitos (5x10° células/poco) foram incubados conforme descrito em Material & Métodos. Os
resultados estdo expressos como médiatEPM (n=triplicata); ND=ndo detectado. P<0,05 quando
comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).

Tabela III: Concentracdo de IL-2 no sobrenadante de esplendcitos oriundos de camundongos WT
(C57B16) ou deficientes de Linfécitos T CDS8 ([32'/').

Esplendcitos OVA IL-2
(10 pg/mL) (pg/mL; 24 h)
WT controle - ND
WT controle + ND
WT imunizado - ND
WT imunizado + 68.26+1.26"
B8,” controle - ND
B8," controle + 1.47+1.02
B," imunizado - ND
B,” imunizado + 78.27+12.14"

Esplenicitos (5x10° células/poco) foram incubados conforme descrito em Material & Métodos. Os
resultados estdo expressos como média+tEPM (n=triplicata); ND=ndo detectado. P<0,05 quando
comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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Figura 4. OVA nao induz migracio de neutréfilos em camundongos deficientes
de linfécitos B imunizados. (A) As barras representam o nimero de neutréfilos coletados 4h
apo6s desafio com PBS (barra vazia) ou OVA (10 pg/cavidade) em animais WT (C57Bl/6) ou
linfécitos B” imunizados (barra cheia) ou ndo-imunizados (FI). Os resultados estdo
apresentados como médiartEPM (n=5). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle.
*P<0,05 quando comparado com os animais WT imunizados e desafiados com OVA (“One-
way ANOVA” com correcio de Bonferroni). (B) Titulagio de IgG a-OVA do soro de
camundongos WT ou linfécitos B”™ ndo-imunizados ou imunizados com OVA. Os resultados
estdo representados como médiatEPM (duplicata). *P<0.05 quando comparado ao grupo nio-

imunizado (student’s t-test).
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Tabela IV: Concentracio de IL-2 no sobrenadante de esplendcitos oriundos de camundongos WT
(C57BI16) ou deficientes de linfécitos B (Linfécitos B’ ).

Esplendcitos OVA IL-2
(10 pg/mL) (pg/mL; 24 h)
WT controle - ND
WT controle + ND
WT imunizado - 6.69+3.6
WT imunizado + 123.21+4.82"
Linfécitos B” controle - 1.23+0.98
Linfécitos B” controle + 2.47+1.62
Linfdcitos B” imunizado . 1.89+1.18
Linfdcitos B” imunizado + 98.25+6.34"

Esplendcitos (5x10° células/poco) foram incubados conforme descrito em Material & Métodos. Os
resultados estdo expressos como médiatEPM (n=triplicata); ND=ndo detectado. "P<0,05 quando
comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com correcio de Bonferroni).

Tabela V: Concentragdo de IL-2 no sobrenadante de esplendcitos oriundos de camundongos WT
(C57B16) ou deficientes da molécula de adesdo ICAM (ICAM™).

Esplendcitos OVA IL-2
(10 pg/mL) (pg/mL; 24 h)
WT controle - ND
WT controle + ND
WT imunizado - ND
WT imunizado + 89.04+3.25"
ICAM™ controle - ND
ICAM™” controle + ND
ICAM™ imunizado - ND
ICAM™ imunizado + 69.28+2.27

Esplenicitos (5x10° células/poco) foram incubados conforme descrito em Material & Métodos. Os
resultados estdo expressos como médiatEPM (n=triplicata); ND=nZo detectado. P<0,05 quando
comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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Figura 5. A deplecao de mastiocitos peritoneais potencializa a migracao de
neutrofilos induzida por OVA em camundongos imunizados. (A) As barras representam o
numero de mastdcitos coletados das cavidades peritoneais de camundongos pré-tratados com
PBS (barra vazia), 48/80 ou dgua destilada (H,O). (B) As barras representam o nimero de
neutréfilos coletados da cavidade peritoneal de camundongos ndo-imunizados e injetados com
OVA (10 pg/cavidade) ou ap6s o desafio com PBS ou OVA em camundongos imunizados pré-
tratados com PBS (C), 48/80 ou agua (H,O). Os resultados estdo apresentados como
médiartEPM (n=5). (A) *P<0,01 quando comparado com o nimero de mastocitos nas
cavidades peritoneais dos animais controle. (B) *P<0,001 quando comparado com a injecdo de
PBS em animais controle. *P<0,05 quando comparado com o desafio com OVA nos animais

imunizados e tratados com PBS (“One-way ANOVA” com corre¢do de Bonferroni).
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Figura 6. A migracdo de neutrofilos induzida por OVA ¢é potencializada pela
auséncia de IL-10. As barras representam o nimero de neutrdfilos coletados das cavidades
peritoneais de camundongos selvagens (WT), IL-4" ou IL-10"" ndo-imunizados e injetados
com OVA (10 pg/cavidade) ou ap6s o desafio com PBS ou OVA (10 pg/cavidade) em animais
imunizados. A migracdo de neutréfilos foi determinada apds 4h do desafio. Os resultados estdo
apresentados como médiartEPM (n=5). *P<0,01 quando comparado ao grupo controle.
“P<0,05 quando comparado aos camundongos selvagens imunizados e desafiados com OVA.

(“One-way ANOVA” com correcio de Bonferroni).
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Figura 7 OVA nao induz migracao de neutréfilos em camundongos deficientes
da molécula de adesao ICAM-1 imunizados. As barras representam o nimero de neutréfilos
coletados 4h ap6s desafio com PBS (barra vazia) ou OVA (10 pg/cavidade) em animais WT
(C57BI1/6) ou ICAM-1"" imunizados (barra cheia) ou ndo-imunizados (NI). Os resultados estao
apresentados como médiatEPM (n=5). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle. #
P<0,05 quando comparado com os animais WT (“One-way ANOVA” com corre¢do de
Bonferroni). (B) Titulacdo de IgG a-OVA do soro de camundongos WT ou ICAM-1"" ngo-
imunizados ou imunizados com OVA. Os resultados estdo representados como médiatEPM

(duplicata). *P<0.05 quando comparado ao grupo ndo-imunizado (student’s t-test).
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Figura 8. Expressio de RNAm para quimiocinas e receptores de quimiocinas.
Camundongos imunizados foram desafiados i.p. com PBS (1) ou OVA (10 pg/cavidade; 2) e
1h apés, o lavado peritoneal foi coletado, as células foram centrifugadas, e o RNA total foi
extraido e 10 g foi utilizado para ensaio de RPA para as quimiocinas TCA-3, MCP-1, MIP-2,
MIP-10, MIP-1B3. RANTES e Linfotaxina (LTN; A), para os receptores CCR1, CCR2 e CCR5
(B) e para o ensaio de RT-PCR para as quimiocinas KC e MIP-2 e para o receptor CXCR2 (C).
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Figura 9. Concentracdao de MIP-1a,, RANTES, MIP-1B3, MIP-2 e KC no lavado
peritoneal de camundongos imunizados e desafiados com OVA. As barras indicam as
concentragdes das quimiocinas CC MIP-1a, RANTES e MIP-1f (A) e das quimiocinas CXC
MIP-2 e KC (B) no lavado peritoneal coletado 1.5 h apdés o desafio com OVA (10
ug/cavidade) em animais nao-imunizados (C) ou imunizados (OVA; barra cheia). As
concentracdes das quimiocinas também foi determinada em animais imunizados e injetados i.p.
com PBS (PBS; barras vazias). Os resultados estdo apresentados como médiatEPM

(n=triplicata). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com

correcdo de Bonferroni).
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Figura 10. OVA nao induz migracido de neutroéfilos em animais deficientes de
MIP-10 imunizados. (A) Animais WT ou deficientes de MIP-1x (MIP-10t” 7) controles (barras
vazias) ou imunizados (barras hachuradas) foram desafiados com OVA (10 pg/cavidade) e a
migracdo de neutrdfilos foi determinada apés 4h. (B) Camundongos BALB/c imunizados
foram tratados com soro controle (barra hachurada), com o soro 0-RANTES (35 pulL/cavidade)
ou com o anticorpo monoclonal o-MIP-1f (15 pg/cavidade) e 15 min ap6s foram desafiados
com OVA (10 pg/cavidade). (C e D) Camundongos BALB/c foram tratados com soro controle
(barra hachurada), com o soro a-RANTES (35 pL/cavidade) ou com o anticorpo monoclonal
o-MIP-1f (15 pg/cavidade) e 15 min ap6s foram injetados i.p. com RANTES (30 ng/cavidade)
ou MIP-1P (10 ng/cavidade), respectivamente. A migra¢ao de neutrdfilos foi avaliada 4h apés
o desafio. Os resultados estdo apresentados como médiatEPM (n=5). *P<0,05 quando
comparado ao grupo controle. *P<0.05 quando comparado aos animais injetados com as

quimiocinas (“One-way ANOVA” com correcao de Bonferroni).
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Tabela VI: Concentracdo de IL-2 no sobrenadante de esplendcitos oriundos de camundongos WT
(C57BI16) ou deficientes da quimiocina MIP-1o (MIP-l(x’/ .

Esplenocitos OVA IL-2
(10 ug/mL) (pg/mL; 24 h)
WT controle - ND
WT controle + ND
WT imunizado - ND
WT imunizado + 52.3749.52"
MIP-10"" controle - ND
MIP-1a¢” controle + ND
MIP-10” imunizado - ND
MTP-1¢” imunizado + 56.07+11.37

Esplendcitos (5x10° células/poco) foram incubados conforme descrito em Material & Métodos. Os
resultados estdo expressos como média+EPM (n=triplicata); ND=ndo detectado. P<0,05 quando
comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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Figura 11. Produciao de MIP-1qa, no lavado peritoneal de camundongos
imunizados e desafiados com OVA. A figura representa a concentragdo de MIP-1a no lavado
peritoneal coletado 30 min, 1,5 h, 2h, 4h ou 8h apds o desafio com PBS (quadrados abertos) ou
OVA (10 pg/cavidade; quadrados fechados) em camundongos imunizados. Os resultados estio
expressos como médiartEPM (n=triplicata). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle

(“One-way ANOVA” com correcio de Bonferroni).
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Figura 12. MIP-1o. é essencial para a liberacao de TNFa e LTB; em
camundongos imunizados. As barras representam a concentracdo de TNFa (A) ou LTB4 (B)
no lavado peritoneal coletado 2h apds administracdo de PBS (controle, barra vazia) ou OVA
(10 pg/cavidade; barra cheia) em camundongos WT (C57B1/6) ou deficientes de MIP-1a
(MIP-1at”) imunizados. As amostras foram analisadas pelo método de ELISA (triplicata).
*P<0,05 quando comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de

Bonferroni).

86



n° de neutréfilos x 10°/ cavidade

nimero de neutréfilos x 10%/cavidade

(=]

PBS 1 3 10 30 0 2 4 12 24

MIP- 1o (ng/cavidade) Tempo (h)

Figura 13. MIP-1a induz migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
maneira dose e tempo dependente. As barras representam o niimero de neutrdfilos coletados
das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c injetados i.p. 4h antes com PBS (barra
vazia) ou MIP-1a (barra cheia). A dose utilizada para cada grupo experimental estd indicada
em cada barra (1, 3, 10 ou 30 ng/cavidade). (B) As barras indicam o nimero de neutréfilos
coletados das cavidades peritoneais de camundongos imunizados apés 2; 4; 12h ou 24 h da
administracdo i.p. de PBS ou MIP-1a (10 ng/cavidade). Os resultados estdo expressos com
médiatEPM (n=5). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com

correcdo de Bonferroni).
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Figura 14. A migraciao de neutrdéfilos induzida pela MIP-10. é dependente da
liberacao de TNFa e LTB4. (A) As barras indicam o nimero de neutréfilos coletados das
cavidades peritoneais 4h apds injecdo i.p. com PBS (barra vazia) ou MIP-1o (10 ng/cavidade)
em animais tratados 15 min antes com soro controle (-C; barra hachurada) ou com o
anticorpo o-TNFa (barra cheia). (B) As barras indicam o nimero de neutréfilos coletados das
cavidades peritoneais de camundongos C57B1/6 ou p55'/ " 4h apés injecdo i.p. com PBS (barra
vazia) ou MIP-1a (barra hachurada). (C) As barras indicam a concentragdo de LTB4 no lavado
peritoneal coletado 4h apds a administracdo de PBS (barra vazia) ou MIP-1q (barra hachurada)
em camundongos WT ou p557. (D) As barras indicam o nimero de neutréfilos coletados das
cavidades peritoneais de camundongos BALB/c ap6s 4h da injecdo i.p. com MIP-1a (10
ng/cavidade) em animais tratados 1 h antes com metilcelulose 10% (ImL v.o.; barra
hachurada) ou MK886 (MK; 1 mg/Kg; v.o.; barra cheia). Os resultados estdo apresentados
como médiatEPM (n=5). *P<0,01 quando comparado ao grupo controle. *P<0,01 quando
comparado ao grupo injetado com MIP-1a. (“One-way ANOVA” com correcdo de

Bonferroni).
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Figura 15. A migracdo de neutréfilos induzida por OVA ou MIP-1a é
dependente do receptor CCR1. As barras representam o niimero de neutréfilos coletados 4h
ap6s desafio com PBS (C; barra vazia) ou OVA (10 pg/cavidade) em camundongos BALB/c
ou CCR1” imunizados. A figura também mostra o efeito da administracio de PBS (barra
vazia) ou MIP-1a (10 ng/cavidade) em camundongos selvagens ou CCR1”. Os resultados
estdo apresentados como médiatEPM (n=5). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle

(“One-way ANOVA” com correcao de Bonferroni).
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Figura 16. Migracdo de neutréfilos induzida por OVA ou MIP-1o0 em
camundongos CCR5". As barras representam o nimero de neutrdfilos coletados 4h apds
desafio com PBS (C; barra vazia) ou OVA (10 pg/cavidade) em camundongos BALB/c ou
CCR5” imunizados. A figura também mostra o efeito da administracdo de PBS (barra vazia)
ou MIP-1a. (10 ng/cavidade) em camundongos selvagens ou CCR5”. Os resultados estdo
apresentados como médiartEPM (n=5). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle (“One-

way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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Figure 17. A migracao de neutrofilos induzida por OVA em animais imunizados
é dependente de MIP-2, mas nao KC. (A) camundongos BALB/c imunizados foram
injetados i.p. com anticorpo inespecifico (-; 3 pg/cavidade), com anticorpo monoclonal anti-
KC (0-KC; 3 pg/cavidade) ou anti-MIP-2 (3 pg/cavidade) e apds 15 min foram deasfiados
com OVA (10 pg/cavidade). A migracdo de neutréfilos também foi avaliada em camundongos
imunizados e injetados i.p. com PBS e em camundongos ndo-imunizados e desafiados i.p. com
OVA (C; 10 pg/cavidade). (B and C) camundongos BALB/c foram pré-tratados com anticorpo
inespecifico (-; 3 pug/cavidade), com anticorpo monoclonal anti-KC (a-KC; 3 pg/cavidade) ou
anti-MIP-2 (3 pg/cavidade) e apds 15 min, os animais foram injetados i.p. com as respectivas
quimiocinas (KC: 3 ng/cavidade; MIP-2: 30 ng/cavidade). A migracdo de neutréfilos foi
avaliada apds 4h da administracdo dos estimulos. Os resultados estdo expressos como
médiatEPM (n=5). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle. *P<0.05 quando
comparado com os animais desafiados com OVA ou com as quimiocinas (n=5). (“One-way

ANOVA?” com corre¢do de Bonferroni).
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Figura 18. Producio de MIP-2 no lavado peritoneal de camundongos
imunizados e desafiados com OVA. A figura representa a concentragdo de MIP-2 no lavado
peritoneal coletado 30 min, 1,5 h, 2h, 4h ou 8h ap6s o desafio com PBS (quadrados abertos) ou
OVA (10 pg/cavidade; quadrados fechados) em camundongos imunizados. Os resultados estio
expressos como médiatEPM (n=triplicata). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle

(“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).

92



number of neutrophils x 108/ cavity

72

61 B
A * e * —o—PBS
S s —e— MIP-2 (30 ng/cavidade)
&
Q
«©
4- S 4
x
* [%2]
(=]
T = 3
e
5
8 2 *
o _
— 8
o
T £ '
S
c
G 0 T T T T 1
0 4 12 24 48
PBS 1 3 10 30 tempo (h)

MIP-2 (ng/cavity)

Figure 19. MIP-2 induz migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
maneira dose e tempo dependente. As barras representam o niimero de neutréfilos coletados
das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c estimuladas 4h antes com PBS (barra
vazia) ou MIP-2 (barras cheias). A dose utilizada para cada grupo experimental estd indicada
abaixo de cada barra (1, 3, 10 ou 30 ng/cavidade). (B) As barras indicam o nimero de
neutréfilos coletados das cavidades peritoneais de camundongos imunizados apds 4; 12h; 24
ou 48 h da administracdo i.p. de PBS ou MIP-2 (30 ng/cavidade). Os resultados estdo
expressos com médiatEPM (n=5). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle (“One-way

ANOVA” com corre¢do de Bonferroni).
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Figure 20. Repertaxina inibe a migracao de neutrofilos induzida por OVA em
animais imunizados. Camundongos BALB/c imunizados foram pré-tratados com Repertaxina
(RPTX, 25 mg/kg, s.c.) e ap6s 30 min desafiados com PBS ou OVA (10 pg/cavidade) e a
migracdo de neutrdfilos foi avaliada ap6s 4h da administragdo dos estimulos. A migracdo de
neutréfilos também foi avaliada em camundongos imunizados e injetados i.p. com PBS e em
camundongos nao-imunizados e desafiados i.p. com OVA (C; 10 pg/cavidade). Os resultados
estdo expressos como media TEPM (n=5). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle.
#P<0.05 quando comparado aos animais imunizados e desafiados com OVA (n=5). (“One-way

ANOVA” com corre¢ao de Bonferroni).
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Figure 21. A migracdo de neutrofilos induzida pela MIP-2 é dependente da
producdao de PAF, TNFo e LTB4, e dos receptores CXCR2 e TNFRI (p55). (A)
Camundongos BALB/c foram pré-tratados com as drogas talidomida (Tali; 50 mg/Kg; s.c.;
1h), MK886 (MK; 1.0 mg/Kg; v.o.; 1h) ou dexametasona (DX; 0.5 mg/Kg; s.c.; 1h) ou com
soro anti-TNFa (i.p.; 30 puL/cavidade; 15 min) e injetados i.p. com PBS (C) ou MIP-2 (30
ng/cavity). Os animais controle foram pré-tratados com veiculo (v.o.; 1h) ou com soro pré-
imune (i.p.; 30 pl/cavidade; 15 min) e injetados com MIP-2. (B) Camundongos selvagens
(WT; C57bl/6) ou deficientes para o receptor p55 (p55'/') foram inejetados i.p. com PBS (C) ou
MIP-2 (30 ng/cavidade). A migracdo de neutrdfilos foi avaliada 4 h apds administragdo da
quimiocina. Os resultados estdo expressos como médiatEPM (n=5). *P<0.05 quando
comparado ao grupo controle. “P<0.05 quando comparado aos animais injetados com MIP-2

(n=5). (“One-way ANOVA” com correcao de Bonferroni).
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Figure 22. MIP-2 induz migracao de neutréfilos dependentemente da producio
de MIP-10. (A) Camundongos Balb/c foram pré-tratados i.p. com anticorpo inespecifico (—)
or com anticorpo anti-MIP-2 (o-MIP-2; 3 pg/cavidade) e apés 15 min injetados i.p. com PBS
ou MIP-1a (10 ng/cavidade). (B) Camundongos Balb/c foram pré-tratados i.p. com anticorpo
inespecifico (—) ou com anticorpo anti-MIP-1a (a-MIP-1o; 3 pg/cavidade) e apds 15 min
injetados i.p. com PBS ou MIP-2 (30 ng/cavidade). (C) Camundongos selvagens (WT;
C57Bl/6) ou deficientes para MIP-1o (MIP—loc" 7) foram injetados i.p. com PBS (controle, C)
ou MIP-2 (30 ng/cavidade). A migracdo de neutréfilos foi avaliada 4 h apds administragio das
quimiocinas. Os resultados estdo expressos como médiartEPM (n=5). *P<0.05 quando
comparado ao grupo controle. *P<0.05 quando comparado aos animais injetados com MIP-2

(n=5). (“One-way ANOVA” com corre¢cdo de Bonferroni).
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Table VII. Migracio de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos
induzida por PBS ou MIP-2.

Estimulo Tratamento Neutroéfilos x 10%cavidade
PBS - 0,32+0,13
- 5,8140,73°
MIP-2 Pirilamina 5,15+0,98
Cimetidina 5,05+0,99
Indometacina 4,78+0,85
IL-1ra 4,10+0,48

Camundongos BALB/c foram injetados i.p. com PBS (controle) ou pré-tratados com veiculo
ou com as drogas pirilamina (Pir; 30 mg/Kg; sc; 30 min), cimetidina (Cim; 30 mg/Kg; 30
min), indometacina (Indo; 5.0 mg/Kg; s.c.; 1h) ou IL-1ra (10 mg/kg, s.c.; i.v.; 15 min) e
injetados i.p. com MIP-2 (30 ng/cavidade). A migracdo de neutrdfilos foi determinada 4h
ap6s a administracdo da quimiocina Os resultados estdo expressos como médiatEPM
(triplicata); ND = ndo detectado. *P<0.05 quando comparado ao grupo controle. (“One-way
ANOVA?” corrigido pelo teste de Bonferroni).

Table VIII. Concentracio de MIP-1a, TNFo e LTB; no lavado peritoneal de
camundongos injetados i.p. com MIP-2.

MIP-1c TNFo LTB,
Control 14.05+1.6 50.1£13.5 18.243.3
IeG 45.7+10.4% 439.477.1%* 231.7+73.4%
MIP-2°
oMIP-o, ND 47.1+10.5" 41.0+3.5"

* O lavado foi coletado 1.5 h apds inje¢do i.p. com PBS ou MIP-2 (30 ng/cavidade) em
camundongos tratados 15 min antes com anticorpo controle (IgG) ou anti-MIP-1a (o--MIP-
la). A concentragdo de MIP-1a, TNFo e LTB, foi determinada por ELISA (pg/mL). Os
resultados estdo expressos como médiatEPM (triplicata); ND = ndo detectado. *P<0.05
quando comparado ao grupo controle. *P<0.05 quando comparado ao grupo tratado com IgG.
(“One-way ANOVA” corrigido pelo teste de Bonferroni).
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Figure 23. KC induz migracao de neutrofilos para a cavidade peritoneal de
maneira dose e tempo dependente. As barras representam o nimero de neutréfilos coletados
das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c estimulados i.p. 4 h antes com PBS (barra
vazia) ou KC (barras cheias). A dose utilizada para cada grupo experimental estd indicada em
cada barra (0,3; 1, 3 ou 10 ng/cavidade). (B) As barras indicam o ndmero de neutréfilos
coletados das cavidades peritoneais de camundongos imunizados ap6s 4; 12; 24; 48 ou 72 h da
administracdo i.p. de PBS ou KC (3 ng/cavidade). Os resultados estdo expressos com
médiatEPM (n=5). *P<0.05 quando comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com

correcdo de Bonferroni).
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Figure 24. A migracao de neutrofilos induzida por KC ¢é inibida pelo pré-
tratamento dos animais com dexametasona, MK886 e talidomida. As barras representam o
nimero de neutréfilos coletados das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c injetados
4h antes com PBS (barra vazia) ou KC (3 ng/cavidade) em camundongos pré-tratados com
PBS (controle), talidomida (Tali; 50 mg/Kg; s.c.; 1h), MK886 (MK; 1.0 mg/Kg; v.o.; 1h), IL-
Ira (10 mg/kg, s.c.; i.v.; 15 min) ou dexametasona (DX; 0.5 mg/Kg; s.c.; 1h). (B)
Camundongos selvagens (WT; C57bl/6) ou deficientes para o receptor pSS5 (p55'/') foram
inejetados i.p. com PBS (C) ou KC (3 ng/cavidade). A migragdo de neutréfilos foi avaliada 4 h
ap6s administracdo da quimiocina. Os resultados estdo expressos como médiatEPM (n=5).
*P<0.05 quando comparado ao grupo controle. "P<0.05 quando comparado aos animais
tratados com PBS e injetados com KC (n=5). (“One-way ANOVA” com correcido de

Bonferroni).
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Tabela IX. Migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos
induzida por PBS ou KC.

Estimulo Tratamento Neutrdfilos x 10%cavidade
PBS - 0,71+0,24
- 4,840,31"
KC Pirilamina 4,99+0,35
Cimetidina 4,54%0,29
Indometacina 4,1440,88

Camundongos BALB/c foram injetados i.p. com PBS (controle) ou pré-tratados com veiculo
ou com as drogas pirilamina (Pir; 30 mg/Kg; sc; 30 min), cimetidina (Cim; 30 mg/Kg; 30
min) ou indometacina (Indo; 5.0 mg/Kg; s.c.; 1h) e injetados i.p. com KC (3 ng/cavidade). A
migracdo de neutrdfilos foi determinada 4h apds a administragdo da quimiocina Os resultados
estdo expressos como médiatEPM (triplicata); ND = nd@o detectado. *P<0.05 quando
comparado ao grupo controle. (“One-way ANOVA” corrigido pelo teste de Bonferroni).

Table X. Concentraciio de IL-1B, TNFa e LTB, no lavado peritoneal de camundongos
injetados i.p. com KC.

IL-1B TNFa LTB,
PBS 0,73+0,37 0,98+0,51 0,73+0,37
KC 45.7+10.4" 26,0+7,68% 104,72+56,17

O lavado foi coletado 15 h ap6s injecdo i.p. com PBS ou KC (3 ng/cavidade). A concentracio
de IL-1B, TNFa e LTB, foi determinada por ELISA (pg/mL). Os resultados estdo expressos
como médiatEPM (triplicata); ND = ndo detectado. *P<0.05 quando comparado ao grupo
controle. (“One-way ANOVA” corrigido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 25. A deplecio de mastécitos da cavidade peritoneal potencializa a

de neutrdfilos induzida por MIP-2 ou KC. (A) As barras representam o nimero de

migracao

mastdcitos coletados de camundongos pré-tratados com (barra vazia) ou com composto 48/80

(48/80). (B) As barras representam a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal

induzida por PBS (PBS), MIP-2 (30 ng/cavidade), KC (3 ng/cavidade) ou fMLP (100

nmoles/cavidade) em animais controles (C; barras cheias) ou pré-tratados com composto 48/80

(48/80; barras hachuradas). Os resultados estdo apresentados como médiatEPM (n=5). (A)

*P<0,001 quando comparado com o niimero de mastécitos encontrados nos animais controle.

(B) *P<0,001 quando comparado com a injecdo de PBS nos animais controle. *P<0,05 quando

comparado com a injecdo de MIP-2 no grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de

Bonferroni).
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Figura 26. A deplecio de mastécitos da cavidade peritoneal potencializa a

de neutrdfilos induzida por MIP-2 ou KC. (A) As barras representam o nimero de

migracao

mastdcitos coletados de camundongos pré-tratados com (barra vazia) ou com dgua destilada

(H,O). (B) As barras representam a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal

induzida por PBS (PBS), MIP-2 (30 ng/cavidade), KC (3 ng/cavidade) ou fMLP (100

nmoles/cavidade) em animais controles (C; barras cheias) ou pré-tratados com agua (H,O;

barras hachuradas). Os resultados estdo apresentados como médiatEPM (n=5). (A) #P<0,001

quando comparado com o ndmero de mastdcitos encontrados nos animais controle. (B)

*P<0,001 quando comparado com a injecio de PBS nos animais controle. "P<0,05 quando

comparado com a injecdo de MIP-2 no grupo controle (“One-way ANOVA” com correcdo de

Bonferroni).
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Figura 27. O aumento da populacdo de macréfagos da cavidade peritoneal
potencializa a migracido de neutrdfilos induzida por MIP-2. (A) As barras representam o
nimero de células mononucleares coletadas de camundongos pré-tratados com (barra vazia) ou
com tioglicolato 3% (Tg). (B) As barras representam a migrac¢do de neutréfilos para a cavidade
peritoneal induzida por PBS (PBS), MIP-2 (30 ng/cavidade), KC (3 ng/cavidade) ou fMLP
(100 nmoles/cavidade) em animais controles (C; barras hachuradas) ou pré-tratados com
tioglicolato 3% (Tg; barras cheias). Os resultados estdo apresentados como médiatEPM (n=5).
(A) *P<0,001 quando comparado com o niimero de células mononucleares encontradas nos
animais controle. (B) *P<0,001 quando comparado com a inje¢cdo de PBS nos animais
controle. *P<0,05 quando comparado com a inje¢do de MIP-2 no grupo controle (“One-way

ANOVA?” com corre¢do de Bonferroni).
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Figura 28. Migracao de neutrofilos induzida pelo sobrenadante de macroéfagos
estimulados com MIP-2 ou KC € concentracao e tempo dependente. As barras representam
o nimero de neutréfilos coletados das cavidades peritoneais de camundongos BALB/c
injetados i.p. 4h antes com o sobrenadante de macrdéfagos incubados com meio de cultura
(RPMI) por 1,5; 3 ou 6h ap6s estimulo com MIP-2 (0,3; 3,0 e 30 ng/mL), KC (0,1; 1,0 ou 10
ng/mL) ou RPMI. A migracdo de neutrdfilos foi determinada 4 h apds inje¢do i.p. do
sobrenadante. Os resultados estdo apresentados como médiatEPM (n=5). *P<0,05 quando

comparado ao grupo controle (“One-way ANOVA” com corre¢do de Bonferroni).
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Table XI. Concentracio de IL-1B, TNFa e LTB, no sobrenadante de macrofagos
estimulados com KC ou MIP-2.

IL-1B TNFo LTB,

RPMI 14.05+1.6 32.56+13.5 33,6%5,36
KC 75,4+10.4" 192,36+52,36" | 78,9+11,34"
MIP-2 45,65+16,58" | 234,58+23,58" | 82,1x13.5"

Macréfagos peritoneais foram estimulados por 30 min com meio de cultura (RPMI), KC (10
ng/mL) ou MIP-2 (3 ng/mL) e, apds estimulos, adicionados com RPMI. O sobrenadante foi
coletado 6 h apds estimulo in vitro A concentracdo de IL-1B, TNFo e LTB, foi determinada
por ELISA (pg/mL). Os resultados estdo expressos como médiatEPM (triplicata); ND = ndo
detectado. *P<0.05 quando comparado ao grupo controle. *P<0.05 quando comparado ao
grupo tratado com IgG. (“One-way ANOVA” corrigido pelo teste de Bonferroni).
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DISCUSSAO
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a maioria dos processos inflamatdrios decorridos de infeccao por agentes
patégenos, os neutrdfilos sdo os primeiros leucécitos a serem recrutados
para o sitio de agressdo celular. A mobilizacdo adequada e em tempo hébil
desses leucdcitos da microcirculagdo para o sitio de agressdo celular caracteriza-se por ser um
evento essencial para a defesa do organismo (Malech e Gallin, 1987). Este leucdcito
polimorfonuclear é responsdvel pela liberacdo de metabdlitos téxicos do oxigénio, proteases €
oxido nitrico, os quais, apesar de serem essenciais para a defesa do hospedeiro contra
microorganismos invasores, também podem causar danos ao préprio tecido do hospedeiro
adjacente ao local inflamado. Neste sentido, patologias caracterizadas por uma excessiva
presencga de neutrdfilos no local injuriado como a sindrome da angustia respiratdria, a doenga
inflamatéria intestinal, a injuria da reperfusdo miocérdica, a glomerulonefrite, a gota, a artrite
reumatodide, dentre outras, sugere-se que pelo menos parte da lesdo observada é conseqiiéncia
da liberacdo de substincias téxicas por neutrdfilos emigrados (Weissmann e Korchak, 1984;
Weiss, 1989; Mulligan e cols., 1991; Matheis e cols., 1992; Muid, 1994; Hachicha e cols.,
1995; Hansen, 1995; Rutgers e cols., 2003; Kristjansson e cols., 2004; Wong e Lord, 2004;
Cuzzocrea e cols., 2005b; Xiao e cols., 2005). Entretanto, pouco se conhece sobre os
mediadores e os mecanismos envolvidos no processo de recrutamento de neutréfilos da
microcirculagdo para a drea injuriada. Deste modo, o estudo dos mecanismos envolvidos no
recrutamento e na ativacdo dos neutrdfilos é de fundamental importincia para a melhor
compreensdo e possivel controle da resposta inflamatéria.
Neste estudo, utilizamos um modelo de reagdo inflamatéria imune-especifica frente a
um antigeno protéico - imunizagdo e desafio com OVA em camundongos imunizados - com o
objetivo de investigar a participagdo de quimiocinas CC como MIP-1a,, MIP-13 e RANTES e
quimiocinas CXC como KC e MIP-2 no recrutamento de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal. A OVA ¢é uma proteina bastante utilizada como antigeno em protocolos de
imunizacdo, geralmente na forma de antigeno soldvel associado ao adjuvante de Freund. A
utilizacdo de antigenos em emulsdo dgua-6leo estimula a produgdo de anticorpos em grande
quantidade por um longo periodo de tempo, sendo este efeito atribuido a lenta liberagdo do
antigeno. Além disso, a utilizagdo do adjuvante completo de Freund, contendo M. tuberculosis
¢ utilizado para dirigir a resposta imune para um padrio Thl apds o desafio com OVA,
podendo-se observar alta predominancia de neutrdfilos na fase aguda do processo (Billiau e
Matthys, 2001; Canetti, C. e cols., 2001).
Corroborando com resultados obtidos previamente pelo nosso laboratério,

observamos que o desafio i.p. com OVA induziu recrutamento de neutréfilos de forma dose e
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tempo dependentes em camundongos imunizados. Além disso, observamos que OVA induz
recrutamento de neutréfilos com pico na 4*h, voltando a valores semelhante aos valores basais
na 24°h, onde se observou um significativo infiltrado de eosinéfilos e células mononucleares.
Cinéticas similares de inflitracio celular induzido por desafio antigénico em animais
imunizados ja foi demonstrado em camundongos e em outras espécies (Sharpe e Smith, 1979;
Spicer, B.A.L., S.M.; Smith, H., 1985; Metzger e cols., 1986; Spicer, B.A. e cols., 1986;
Zuany-Amorim e cols., 1993; Abe e cols., 1994; Klein e cols., 1995; Canetti, C. e cols., 2001).

Inicialmente, buscamos caracterizar o modelo experimental quanto a participagido de
linfécitos na migracdo de neutréfilos observada neste modelo. Em reagdes inflamatérias de
origem imunoldgica, estudos sugerem que linfécitos T parecem ser responsaveis pelo menos
em parte pelo processo de recrutamento celular (Czuprynski e Brown, 1987; Appelberg e Silva,
1989; Appelberg, 1992; Klein e cols., 1995; Canetti, C. e cols., 2001; Issekutz e cols., 2003).
Uma vez que fora demonstrado pelo nosso grupo que o recrutamento de neutréfilos em
camundongos sensibilizados e desafiados com OV A ¢ dependente da participacdo de linfécitos
T CD," (Canetti, C. e cols., 2001), propomos verificar neste estudo se animais deficientes de
linfécitos T CD," exibiriam uma resposta deficitdria no recrutamento de neutréfilos apés
imunizacdo e desafio com OVA. Para este objetivo, utilizamos animais deficientes para a
molécula MHC de classe II. Os linfocitos T passam por processos de sele¢do durante sua
maturacdo no timo, e um desses processos € denominado sele¢cdo positiva. A selecdo positiva
garante a preservacdo dos precursores de células T cujos receptores (TCRs) ligam-se com
baixa avidez as moléculas proprias do complexo de histocompatibilidade principal (MHC
proprio). Desta forma, linfécitos T maduros derivados de uma dessas células deverdo ser
capazes de reconhecer peptideos estranhos exibidos pelas moléculas do MHC. Se o TCR, em
uma célula T em desenvolvimento, ndo puder reconhecer qualquer molécula de MHC no timo,
a célula morrera por apoptose. Portanto, a selecdo positiva serve para gerar um repertério de
células T restritas ao MHC préprio. Assim sendo, camundongos deficientes para a molécula
MHC de classe II, durante a selec@o positiva no timo, os precursores de linfécitos T CD4" ndo
podem reconhecer essa molécula, sendo deletados (Grusby e Glimcher, 1995; Huss e Deeg,
1997; Abbas, 2003). Nossos resultados demostram que, diferentemente da linhagem selvagem,
camundongos deficientes de linfécitos T CD,", quando sensibilizados e desafiados com OVA,
apresentaram auséncia de migracdo de neutréfilos, quando comparados aos animais da
linhagem selvagem. De fato, diversos trabalhos mostram a importancia dos linfécitosT CDg4"
na liberagdo de mediadores quimioatraentes para neutréfilos em diversos modelos de
inflamacdo (Canetti, C. e cols., 2001; Ferretti e cols., 2003; Schaerli e cols., 2004)
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A auséncia de migracao de neutréfilos nestes animais nao foi devido a ineficiéncia do
processo de imunizacdo, pois esplendcitos oriundos destes animais e incubado in vitro com
OVA liberaram quantidades de IL-2 equivalentes aos esplendcitos obtidos de animais controle
(linhagem selvagem). Uma vez que estes animais ndo possuem linfécitos T CD,", este
resultado sugere que a possivelmente linfécitos T CDg" possam estar liberando IL-2 frente ao
estimulo antigénico. De fato, linfécitos T CDg" coletados do bago de camundongos liberam
quantidades significativas de IL-2 quando estimulados in vitro com antigeno (Sonobe e cols.,
2004). Por outro lado, observamos uma alta titulacdo de IgG anti-OVA somente no soro dos
animais selvagens imunizados. A literatura descreve que a producdo de anticorpos contra
antigenos protéicos requer a cooperagdo entre os linfécitos B e os linfécitos T CD4*. A
interacdo das células T CD," com os linfécitos B envolve seqiiencialmente a apresentacdo do
antigeno pela célula B as células T CD,", ativacdo destas e expressdo de moléculas de co-
estimulatérias (CD28, CD40L, integrinas). O resultado final é a estimulagdo da expansdo
clonal das células B, troca de isétipos, maturagdo da afinidade, secrecdo de anticorpos
antigeno-especificos e diferenciacdo em células B de memoria (Huss e Deeg, 1997; Abbas,
2003). Justificando deste modo, nosso resultado, uma vez que na auséncia de linfécitos T
CD,", as células B ndo seriam ativadas, sendo ineficiente a produgio de anticorpos antigeno-
especificos, no caso anticorpos anti-OVA.

A participagio de linfécitos T CDg" na migrac¢do de neutréfilos induzida pelo desafio
com OVA em animais imunizados também foi verificada. Para isto, utilizamos animais
deficientes para a cadeia [3,-microglobulina, uma das cadeias constituintes das moléculas MHC
de classe I. Uma molécula de classe I completa € um heterodimero consistindo de uma cadeia
o-microglonulina, uma cadeia B,-microglobulina e de um peptideo antigénico, sendo que a
expressao estavel das moléculas de classe I nas superficies celulares requer a presenca de todos
os trés componentes do heterodimero (Koller e cols., 1990; Motyka e Teh, 1998; Abbas, 2003;
Cui e cols., 2004). Nesses animais, devido a auséncia de cadeia P,-microglobulina, ndo ha
expressdo de moléculas de MHC de classe I na superficie celular, acarretando a auséncia de
linfécitos T CDg’, os quais entram em apoptose apés a sele¢do positiva no timo. Nossos
resultados demonstram uma importante participagdo de linfécitos T CDg", pois observamos
reduzida migracdo de neutréfilos quando os animais deficientes para [3;-microglobulina foram
imunizados e desafiados com OVA. Este resultado sugere que este linfécito poderia estar
contribuindo na produg¢do de mediadores inflamatérios envolvidos no recrutamento de

neutréfilos. Todavia, pouco se conhece entre a relagdo das células T CDg" com a migragdo de
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neutréfilos. Este resultado indica que essas células possam apresentar funcdes diferentes
daquelas citotdxicas, exercendo atividades importantes para o recrutamento celular durante
uma resposta inflamatéria de origem imune. Neste sentido, a literatura demonstra que
linfécitos T CDg" ativados liberam quantidades significativas de mediadores envolvidos com a
migracdo de neutrdfilos, como IL-8, MIP-1aw e TNFa (Kim, J.J. e cols., 1998; Wang, Y. e
cols., 1999; Aubertin e cols., 2000; Grob e cols., 2003). Os resultados também demonstram que
auséncia de migracdo de neutréfilos nos animais deficientes para linfécitos CDg" ndo se deve
ao fato destes animais nio estarem sensibilizados a OVA, pois esplendcitos oriundos destes
animais liberaram a mesma quantidade de IL-2 determinada no sobrenadante de células obtidas
de animais selvagens imunizados com OVA. Ademais, foi observado a presenga de altos niveis
de IgG anti-OVA no soro dos animais Bz'/' imunizados

Ap6s verificarmos a participagdo dos linfécitos T CD4* e linfécitos T CDg’,
questionamos se os linfécitos B também estariam contribuindo para a migracdo de neutréfilos
observada no modelo de imunizacdo e desafio com OVA. Para a realizacdo deste objetivo,
animais deficientes para linfécitos B, os quais ndo produzem linfécitos B maduros devido a
auséncia de expressdo de IgM associada & membrana, durante os estdgios de maturacido da
célula B. Desta forma, verificamos que esses animais apresentam reduzida migragdo de
neutréfilos quando imunizados e desafiados com OVA, sugerindo a participacdo desses
linfécitos neste modelo. A literatura descreve que tanto para a gera¢do da imunidade humoral
quanto para a ativa¢do das células T CD,", faz-se necessdrio a interacdo entre as células T
CD," e as células B. Deste modo, linfécitos B apresentam importante fungdo na ativagdo de
linfécitos T CD,", os quais seriam os responséveis pela liberagdo de mediadores envolvidos na
migracdo de neutréfilos (Bishop e Hostager, 2001; Harnett e cols., 2005). Os resultados
também demonstram que a auséncia de migracdo de neutrdfilos nestes animais ndo foi devido
ao fato destes animais ndo estarem sensibilizados a OVA, uma vez que esplendcitos oriundos
destes animais liberaram a mesma quantidade de IL-2 do que aquela determinada no
sobrenadante de células obtidas de animais selvagens imunizados. Embora exista um consenso
na literatura sobre um menor papel de anticorpos e complemento na indu¢do de doengas auto-
imunes, sabe-se que a resposta humoral estd envolvida no dano tecidual, induzindo inclusive
migracdo de leucdcitos para o tecido inflamado (Hogarth, 2002). Contudo, em nosso modelo,
anticorpos ndo parecem ter um papel essencial ou ndo sdo fator determinante para a migragdo
de neutréfilos, uma vez que observamos que animais CDg”” produzem anticorpos anti-OVA, e

nao apresentam migracdo de neutréfilos apds desafio antigénico.
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Uma vez que observamos auséncia de migracdo de neutrdfilos na inflamagdo de
origem imune induzida em camundongos deficientes de linfécitos T CD4+, T CD8+ e B,
investigamos se 0 mesmo resultado seria observado frente a um estimulo ndo-imune, como o
LPS. Desta forma, resultados obtidos pelo nosso laboratério indicam que a auséncia de
migracdo de neutréfilos nesses animais ndo foi devido a inabilidade destes em recrutar
neutréfilos, uma vez que a administracio de um agente flogistico como o LPS causou
recrutamento semelhante aquele observado em animais selvagens (Nogueira, 2004).

Nossos resultados também demonstram que mastdcitos residentes peritoneais sao
importantes células envolvidas no recrutamento de neutréfilos induzido por OVA em animais
imunizados. Nossos resultados demonstram que a migracao de neutrdfilos induzida por OVA ¢é
potencializada pela deplecdo da populagdo de mastdcitos residentes peritoneais através do
tratamento cronico o composto 48/80 ou pela administracdo prévia de agua destilada. Este
dado sugere que mastdcitos residentes peritoneais possuem importante fun¢do em modular
negativamente o recrutamento de neutréfilos induzido por OVA em camundongos imunizados.
Os mastécitos sdo importantes células secretoras localizadas adjacentemente aos vasos
sanguineos. Vdrios estudos evidenciaam a importidncia dos mastécitos na modulagdo da
migracdo de eosindfilos e neutréfilos por diferentes estimulos (Oliveira e cols., 1994; Perretti e
cols., 1994; Ribeiro e cols., 1997, Ramos e cols., 2003). Recentemente nosso laboratdrio
demosntrou que mastdcitos participam controlando negativamente a migracdo de neutr6filos
induzida por dentina através da liberagdo de citocinas antiinflamatérias com IL-4 e IL-10
(Silva e cols., 2005). Além disso, a migracdo de neutrdfilos induzida por lectina é controlada
por matdcitos residentes peritoneais (Alencar e cols., 2005)

Desde que verificamos um papel modulador dos mastdcitos residentes peritoneais na
migracdo de neutréfilos induzida por OVA em camundongos imunizados, buscamos investigar
se moléculas com atividade antiinflamatéria e sabidamente liberadas por mastécitos, como IL-
4 e IL-10 poderiam estar participando da mesma forma. Estas citocinas atuam na diferenciacio
dos linfdcitos Th, polarizando a diferenciagdo para Th,, as quais podem reduzir ou suprimir a
resposta Th;, inibindo a producdo de citocinas com atividades pré-inflamatérias, como IL-1,
TNFa, IL-6, IL-8, entre outras (Mosmann e cols., 1986; Te Velde e cols., 1990; Wang, P. e
cols., 1995). Nossos resultados demonstram que o desafio com OV A em animais deficientes de
IL-10 imunizados apresenta o mesmo perfil de resposta verificado com o protocolo de
deplecdo de mastdcitos. Entretanto, este fato ndo ocorreu quando animais deficientes de IL-4
foram desafiados e imunizados com OVA, sugerindo que mastdcitos poderiam estar

controlando negativamente a migragao de neutrdfilos através da liberacdo de IL-10.
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Uma vez caracteriazada a participacdo de leucdcitos na migra¢do de neutrdfilos
induzida por antigeno em camundongos imunizados, buscamos agora investigar a participacdo
das quimiocinas na migracdo de neutr6filos observada neste modelo. Como descrito
anteriormente, a descoberta das quimiocinas acrescentou um novo alvo para o estudo dos
mecanismos envolvidos na migracdo leucocitaria (Oppenheim e cols., 1991; Gale e Mccoll,
1999). As quimiocinas podem participar da adesdo dos leucécitos ao endotélio, da
transmigracdo destes para os tecidos subjacentes, tdo bem como a ativacdo de suas funcdes
efetoras (Rankin e cols., 1990; Furie e Randolph, 1995; Ajuebor e cols., 1999; Moser e
Willimann, 2004). Para investigarmos a participacdo de quimiocinas em nosso modelo de
inflamacdo de origem imune, primeiramente verificarmos a expressio de RNAm para
quimiocinas. Deste modo, células peritoneais oriundas de camundongos imunizados e
desafiados com OVA foram submetidas ao ensaio de RPA e RT-PCR. Nossos resultados
demonstram uma aumentada expressdo de RNAm para as quimiocinas CC RANTES, eotaxina,
MIP-1a, MCP-1 e TCA-3 e para as quimiocinas CXC MIP-2 e KC. Com relagdo aos
receptores de quimiocinas, encontramos uma aumentada expressdo de RNAm para o receptor
de quimiocinas CC, CCRI1, e para o receptor de quimiocinas CXC, o CXCR2. Entretanto nio
verificamos aumento expressivo para os receptores CCR2 e CCRS. Corroborando com estes
resultados, a literatura demonstra a participagdo destas quimiocinas em diversos modelos de
inflamacdo de origem imune (Das e cols., 1999; Blease e cols., 2000; Miura e cols., 2001;
Fokkema e cols., 2003; Gonzalez e cols., 2003; Ji e cols., 2003; Wareing e cols., 2004; Vuk-
Pavlovic e cols., 2005). Com o intuito de verificarmos se 0 RNAm estava sendo bem traduzido,
submetemos o lavado peritoneal coletado de camundongos imunizados e desafiados com OVA
ao ensaio de ELISA para quimiocinas. Deste modo, verificamos um significativo aumento na
producdo de MIP-1a, RANTES, KC e MIP-2. Por outro lado, o ensaio ndo foi capaz de
detectar a producdo de MIP-1p. Este fendmeno poderia ser explicado pela diferenca da cinética
de liberagdo de MIP-13, ou seja, como MIP-1f € relacionada com a migracdo de leucdcitos
recrutados mais tardiamente, como eosinéfilos, macréfagos e linfécitos, possivelmente o
RNAm para esta quimiocina possa estar sendo traduzido mais tardiamente.

Diante desses resultados, dirigimos nosso estudo no sentido de investigarmos a
participagdo das quimiocinas CC MIP-1a, MIP-18 ¢ RANTES na migracdo de neutréfilos
induzida por OVA. Para isto, verificamos que o desafio com OVA em camundongos
deficientes da quimiocina MIP-1a previamente sensibilizados ndo foi capaz de induzir

significativo recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal destes animais. Conforme
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realizado com outras linhagens de camundongos deficientes, a auséncia da migra¢do de
neutréfilos em animais deficientes de MIP-1a ndo foi devido ao fato destes animais ndo
estarem sensibilizados a OVA, uma vez que esplendcitos oriundos destes animais liberam
concentracdes de IL-2 semelhantes aos esplendcitos obtidos de animais controle quando
incubados in vitro com OVA. Além disso, observamos uma alta titulagdo de IgG anti-OVA no
soro coletados de camundongos tanto da linhagem selvagem como MIP-1o”" imunizados.
Nossos resultados também demonstram que embora tenhamos detectado a expressdo de RNAm
para MIP-1f e RANTES, essas quimiocinas ndo participam da migra¢do de neutréfilos
induzida por OVA em camundongos imunizados, pois o tratamento de camundongos
imunizados com anti-RANTES ou anti-MIP-1 ndo interferiu com o recrutamento de
neutréfilos induzido pelo desafio com OVA. Corroborando com este resultado, resultados
recentes demonstram que a migracio de neutréfilos em um modelo de peritonite alérgica pode
ser inibida com o tratamento dos animais com o anticorpo anti-MIP-1a (Das e cols., 1999).
MIP-1a. pode ser produzida por uma variedade de células, incluindo linfécitos T e B,
macrdéfagos, mastdcitos, células epiteliais, fibroblastos e outras (Gao e cols., 1993). A secrecio
desta quimiocina por macréfagos e linfécitos T pode induzir o influxo de outras células
inflamatérias, como neutréfilos. Neste sentido, Alam e cols., demonstraram que a injecdo de
MIP-1a na pata de camundongos induz uma acentuada infiltracdo de neutréfilos (Alam e cols.,
1994). Além disso, resultados recentes demonstram que MIP-1o também induz o recrutamento
de neutréfilo humanos in vitro (Sato e cols., 2000; Ottonello e cols., 2005)

Uma vez que nosso grupo demonstrou que o recrutamento de neutréfilos em
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA ¢é dependente da liberagcdo de TNFo e
LTB,4 (Canetti, C. e cols., 2001), buscamos investigar se animais deficientes de MIP-1a
também apresentaria uma reduzida concentrag@o desses mediadores. De fato, nossos resultados
mostram que, diferentemente dos camundongos da linhagem selvagem, o lavado peritoneal de
camundongos deficientes de MIP-1a sensibilizados e desafiados com OVA, ndo apresentou
aumento significativo nas concentragdes de TNFa e LTB,4, sugerindo que esta quimiocina
possa ser responsavel pela liberacdo desses mediadores inflamatérios. Nosso préximo passo foi
verificar o envolvimento do TNFo e do LTB4 na migragdo de neutrdfilos para a cavidade
peritoneal induzida pela MIP-1at. A administracio i.p. de MIP-lot induziu, dose-
dependentemente, significativa migracdo de neutréfilos apds 4h de sua administragdo. O
envolvimento de TNFa foi verificado por duas ferramentas distintas: a) uso de anticorpos anti-

TNFa; e b) utilizacdo de camundongos deficientes para o receptor p55. Em ambos protocolos
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experimentais verificamos uma marcante inibicio do acimulo de neutréfilos quando
comparado aos animais controle. Nossos resultados também demonstram a dependéncia do
TNFo para que haja liberacdo do LTB4, pois camundongos deficientes do receptor p55,
diferentemente dos camundongos da linhagem selvagem, ndo apresentaram aumento
significativo na producio de LTB4 apds administracdo de MIP-1c.. A participa¢do do LTB4 no
recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzido pela MIP-1o0 foi
farmacologicamente confirmada, desde que camundongos pré-tratados MK886 (inibidor da
FLAP — proteina ativadora da enzima 5-lipoxigenase) ndo exibiram acimulo significativo de
neutréfilos na cavidade peritoneal, apés administracdo da quimiocina. Desta forma, estes
resultados demonstram que do mesmo modo que a migracdo de neutréfilos observada em
animais sensibilizados e desafiados com OVA, a MIP-lo. também induz acimulo de
neutréfilos de uma maneira dependente da liberacdo de TNFa, tendo o LTB4 como provavel
mediador final.

A MIP-1a liga-se a dois subtipos de receptores, o CCR1 e o CCRS5. Deste modo,
investigamos neste estudo, por qual receptor a MIP-1o estaria interagindo para promover o
acumulo de neutréfilos. Desta forma, verificamos que a sensibiliza¢do e o desafio com OVA
ndo induz migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de camundongos deficientes para
o receptor CCR1. Corroborando com este resultado, a literatura demonstra que a expressao de
CCR1 pode ser induzida em neutréfilos ativados (Cheng e cols., 2001). Além disso,
camundongos deficientes para CCR1 demostraram uma ineficiente migracdo de neutréfilos
quando infectados com Toxoplasma gondii, e esta deficiéncia foi relacionada com uma maior
suscetibilidade a doenga (Khan e cols., 2001). Mais recentemente, Shahrara e cols
demonstraram que o tratamento de ratos com met-RANTES, antagonista competitivo dos
receptores CCR1 e CCRS, inibe a inflamagdo na articulagdo, a destruicdo Ossea e o
recrutamento leucocitério na artrite induzida por adjuvante (Shahrara e cols., 2005). Por outro
lado, verificamos um aumento no acimulo de neutréfilos em animais deficientes do receptor
CCRS, quando submetidos ao mesmo protocolo experimental. Conforme esperado, a
administracdo i.p. de MIP-1o em animais deficientes do receptor CCR1 ou CCRS apresentou
resultado similar ao verificado com a OVA, indicando que o recrutamento de neutr6filos
induzido por OVA em camundongos imunizados depende da interacdo entre a MIP-1a e o
receptor CCR1. O resultado mostrando que animais deficientes para CCRS respondem de um
modo exacerbado ao estimulo com OVA ou MIP-1a, poderia ser explicado pelo fato de que

animais CCR5” poderiam estar apresentando maior disponibilidade do receptor CCR1 para
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interagirem com MIP-1a ou liberando outros mediadores quimiotiticos. De fato, animais
deficientes para CCRS, quando submetidos a um protocolo de neurite imune, produziram
maiores concentragdes de IP-10 e MIP-13 quando comparados aos camundongos da linhagem
selvagem (Duan e cols., 2004). Além disso, outra possivel explicacdo consiste na hipdtese de
que o receptor CCRS poderia estar relacionado com a liberacdo de mediadores envolvidos com
o controle negativo da migragdo de neutrdfilos.

Concluindo a investigacdo da participagdo de quimiocinas CC no modelo de
imunizacdo e desafio com OVA, observamos que embora células peritoneais expressem
RNAm para as quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES, somente MIP-1a participa do
recrutemento de neutréfilos induzido por OVA. Além disso, os resultados demonstram que
MIP-1a € responsdvel pela liberagdo de TNFo e LTB,4 através de interagdo com o receptor
CCRI1.

De acordo com os dados coletados da literatura até o presente momento, sugere-se
também uma possivel participagdo de quimiocinas CXC-ELR" na inflamagdo de origem
imunoldgica. Neste sentido, resultados recentes demostram que as quimiocinas KC e MIP-2
participam na modulacdo do recrutamento de neutréfilos apds desafio antigénico, tendo o
linfécito T CD4+ como responsdvel pela liberacdo destas quimiocinas (Knott e cols., 2001). A
literatura demonstra que MIP-2 € essencial para a migracdo de neutréfilos em diversos modelos
de inflamag@o. O uso de anticorpos neutralizantes anti-MIP-2 inibe siginificativamente a
migracdo de neutrdfilos para o tecido renal isquémico, restaurando a funcio renal (Miura e
cols., 2001). Além disso, anticorpos anti-MIP-2 inibe o acumulo de neutréfilos para o pulmao,
o edema e a injuria pulmonary induzida por Klebsiella, por imunocomplexos ou pelo LPS
(Greenberger e cols., 1996; Schmal e cols., 1996; Shanley e cols., 1997). Estudos também
relatam a presenca de quimiocinas CXC em modelos de artrite reumatdide correlacionadas
com a migracdo de neutréfilos (Brennan e cols., 1991; Koch e cols., 1991; Seitz, 1991;
Deleuran e cols., 1994; Kasama e cols., 1995; Thornton e cols., 1999; Cuzzocrea e cols.,
2005a). Kunkel et al., demonstraram a expressdo de MIP-2 no modelo de artrite induzida pelo
coldgeno em camundongos susceptiveis. Além disso, o tratamento anti-MIP-2 interferiu com o
desenvolvimento e progressdo da artrite (Kasama e cols., 1995). Mais recentemente,
demonstrou-se que a inibi¢do do MIF tanto farmacologicamente como geneticamente inibe
significativamente o desenvolvimento da artrite induzida tanto por LPS como por anticorpos
anti-coldgeno, sendo que este efeito foi correlacionado com a inibi¢io da produgdo de MIP-2 e

ativacdo da matrizmetaloproteinase 2 (Ichiyama e cols., 2004). Perante a estes resultados,
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investigamos o envolvimento de quimiocinas CXC-ELR", particularmente KC ¢ MIP-2, na
migracdo de neutréfilos induzida por OVA em animais imunizados.

Conforme descrito anteriormente, verificamos uma aumentada expressio de RNAm
para MIP-2 e KC, correlacionada com aumentada liberagdo dessas proteinas apds o desafio
com OVA em animais imunizados. Entretanto, os resultados demonstram que somente MIP-2
parece participar do recrutamento de neutrdfilos observado neste modelo, pois o tratamento
com anticorpo anti-MIP-2, mas ndo com anti-KC, inibiu significativamente o acumulo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal apds desafio antigénico em camundongos imunizados.
Esses resultados indicam uma importante participacdo de MIP-2 na migracdo de neutréfilos
verificada neste modelo e sugerem que esta quimiocina possa estar envolvida na cascata
conhecida até o presente momento: MIP-100=TNFo=LTB..

Nossos resultados também demonstram que a migracdo de neutrdfilos induzida por
OVA em animais imunizados dependem da ativacdo do receptor CXCR2, pois além de
observarmos uma aumentada expressao de RNAm para este receptor nas células peritoneais de
animais imunizados e desafiados com OVA, também observamos que o pré-tratamento de
camundongos imunizados com repertaxina, droga antagonista dos receptores CXCRI1 e
CXCR2, inibe completamente o recrutamento de neutréfilos induzido por OVA. Conforme
esperado, repertaxina também inibiu a migragdo de neutréfilos induzida pela MIP-2, sugerindo
que o recrutamento de neutrdfilos induzido pro OVA € dependente da interacdo da MIP-2 com
o receptor CXCR2. Embora a repertaxina possa bloquear os receptores CXCR1 e CXCR?2, até
o presente momento nio foi detectada a expressdo do receptor CXCR1 em camundongos.
Neste caso, em camundongos, a repertaxina estaria antagonizando somente o receptor CXCR2.
De fato, outros autores demonstraram que o bloqueio do receptor CXCR2 em camundongos
infectados com aspergillosis pulmonar invasiva promove significativa reducio do influxo de
neutréfilos para o pulmao (Mehrad e cols., 1999). Além disso, Belperio e cols (2002)
observaram que a inibi¢do do receptor CXCR2 em um modelo de injiria pulmonar acarreta em
inibi¢do do seqiiestro de neutréfilos para o tecido pulmonar e reducdo da injdria (Belperio e
cols., 2002). Resultado similar foi observado no modelo de bronquite em camundongos
(Belperio e cols., 2005).

Desde que nossos resultados demonstraram que a migracdo de neutrdfilos em
camundongos imunizados e desafiados com OVA ¢é dependente da liberacdo seqiiencial de
MIP-1a, TNFo e LTB4, dirigimos nosso estudo no sentido de investigar os mediadores
envolvidos na migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal induzida por MIP-2. Neste

sentido, verificamos que MIP-2 induz migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal de
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camundongos de uma maneira dose e tempo dependentes, onde maior nimero de neutréfilos
foi detectado na 4°h apds administracdo da quimiocina, retornando a valores semelhantes ao
basal na 24°h.

Com o intuito de investigar o envolvimento do TNF-a., pré-tratamos os animais com
talidomida e verificamos o seu efeito na migracdo de neutrdfilos induzida pela MIP-2 A
talidomida foi primeiramente introduzida no mercado como um sedativo e antiemético para o
primeiro trimestre de gestacdo. Porém foi observado que o uso desta droga por gestantes
provocava algumas alteragdes no desenvolvimento fetal. Logo, estudos demonstraram que esta
droga possuia efeitos teratogénicos, fato que levou a retirada da talidomida do mercado (Ashby
e cols., 1997; Hales, 1999). O mecanismo envolvido no efeito teratogénico da talidomida ainda
ndo estd completamente esclarecido, todavia estudos indicam que este mecanismo envolva a
producdo de reativos do oxigénio, o que levaria a danificagdes no DNA (Parman e cols., 1999).
Apesar da alta toxicidade da talidomida, estudos clinicos indicaram que esta droga também
possui efeito modulatério do sistema imune e propriedades anti-angiogénicas (Calderon e cols.,
1997; Yasui e cols., 2005). Estudos também demonstram que a talidomida inibe
significativamente a producdo de TNFa e IL-12 induzida pelo LPS, sugerindo que este efeito
estivesse ligado a uma inibi¢do do fator de transcri¢do nuclear NF-xB (Moller, D.R. ¢ cols.,
1997; Tavares e cols., 1997; Corral e cols., 1999; Corral e Kaplan, 1999; Mercurio e Manning,
1999). Desta forma, verificamos um possivel envolvimento do TNFo na migracdo de
neutréfilos induzida pela MIP-2, pois o pré-tratamento com talidomida inibiu
significativamente o acumulo de neutréfilos desencadeado pela administracdo desta
quimiocina. Confirmando o envolvimento do TNFa, demonstramos reduzida migracido de
neutréfilos induzida pela MIP-2 tanto em camundongos pré-tratados com anti-TNFq, como em
camundongos geneticamente deficientes do receptor tipo I para o TNFo (p55'/’).

Outro importante mediador inflamatério pesquisado foi o LTB,, ativo mesmo em
pequenas quantidades. Esta molécula também é capaz ativar e regular a exposicdo de
moléculas de adesdo na membrana dos neutréfilos. Além disso, o LTB4 é conhecido como o
mediador final na migracido de neutrdfilos induzida por OVA em animais imunizados (Canetti,
C. e cols., 2001). Para estudarmos a participagdo do LTB4 em nosso modelo experimental, os
animais foram pré-tratados com MK 886 e, seguidamente injetados com MIP-2. O MK&886
inibe a ativacdo da 5-lipoxigenase e sua ac¢do é bem caracterizada por estudos “in vivo” e “in
vitro” (Gillard e cols., 1989), seu mecanismo de acdo envolve uma inibi¢do da ligacdo da

enzima 5-lipoxigenase citossolica a proteina FLAP (Proteina ativadora da 5-lipoxigenase)
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localizada na membrana plasmadtica (Samuelsson e cols., 1991). Nossos resultados demonstram
uma importante participacdo do LTB4 na migracdo de neutréfilos induzida pela MIP-2, pois o
pré-tratamento com MKS886 inibiu significativamente o recrutamento de neutrdfilos induzido
pela quimiocina. Deste modo, nossos resultados sugerem que a migra¢do de neutréfilos
induzida pela MIP-2 é dependente da produgdo e liberacdo de TNFo e LTB,.

Outros mediadores inflamatérios também foram estudados no recrutamento de
neutréfilos induzido pela MIP-2. Para estudarmos a participacdo de prostaglandinas, utilizamos
a indometacina, potente droga inibitéria da formagao de prostaglandinas atuando diretamente
na enzima ciclooxigenase. Dados encontrados na literatura demonstram que a utilizacdo de
indometacina inibe a formacdo de edema e a infiltracdo de leucdcitos na inflamacdo induzida
por Carragenina (Wallace e cols., 1998). Nossos resultados demonstraram que possivelmente
os produtos da enzima COX ndo estejam envolvidos da migracdo de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal induzida por MIP-2, pois o pré-tratamento com indometacina foi ineficaz
em reverter este processo. Outro mediador inflamatdrio investigado foi a histamina. Esta
molécula contribui com a vasodilatagdo capilar e com o aumento da permeabilidade celular das
células endoteliais, um processo fundamental para a migracdo dos neutréfilos da
microcirculagdo para o foco inflamatério. Nossos resultados demonstram que a histamina
possivelmente ndo esteja envolvida na migragdo de neutréfilos induzida por MIP-2, desde que
o tratamento dos animais com antagonistas seletivos de receptores histaminérgicos (H1 e H2)
como a pirilamina e a cimetidina, respectivamente, ndo foram eficazes em reverter a migragao
de neutrdfilos induzida por MIP-2. Nossos resultados também demonstram que o tratamento
dos animais com dexametasona, inibiu significantemente a migracdo de neutréfilos induzida
pela MIP-2. A dexametasona é um glicocorticéide que entre outros efeitos inibe a atividade da
fosfolipase A2, enzima responsavel pela liberagdo do dcido araquiddnico da membrana celular,
sendo este efeito exercido provavelmente pela inducdo da sintese de lipocortina, um peptideo
com atividade anti-fosfolipase A2, como conseqiiéncia, inibe a produgdo de eicosandides como
prostaglandinas e leucotrienos (Sautebin e cols., 1992; Czock e cols., 2005). Além desse efeito,
a dexametasona inibe a sintese de algumas citocinas pré-inflamatdrias, pela capacidade dos
glicocorticéides em inibir fatores de transcri¢do nuclear como o NF-kB (Auphan e cols., 1995;
Scheinman e cols., 1995a; Scheinman e cols., 1995b; Valledor e Ricote, 2004).

Perante o achado de que a migracdo de neutréfilos induzida pela MIP-2, assim como
observado com a OVA e com a MIP-1q, depende da producdo de TNFa e LTBy, investigamos

se havia alguma hierarquia na liberacdo dessas quimiocinas. Interessantemente, nossos

118



resultados demonstraram que a migracdo de neutrdfilos induzida pela MIP-2 depende da
producdo de MIP-1q, pois MIP-2 nio foi capaz de induzir migra¢ao de neutr6filos em animais
deficientes de MIP-loc ou em animais pré-tratados com anti-MIP-la. Confirmando a
dependéncia da MIP-1o na migracdo de neutrdfilos induzida por MIP-2, verificamos que a
administracio desta quimiocina induz a producio e liberacdo de MIP-1a,, TNFo e LTB4 e que
o pré-tratamento dos animais com anti-MIP-1a inibe completamente a producio e liberagédo de
TNFa e LTB4. Estes resultados sugerem que MIP-2 inicia a liberagdo sequencial de MIP-1q.,
TNFa e LTB4 na migracdo de neutréfilos observada no modelo de imunizagdo e desafio com
OVA. Pelo nosso conhecimento, esta € a primeira demonstracdo de que uma migracdo de
neutréfilos induzida por uma quimiocina CXC-ELR*, dependente da producdo de uma
quimiocina CC. De fato, MIP-2 e MIP-1a foram descritas como quimioatraentes envolvidos na
migracdo de neutréfilos observada em um modelo de DTH (Tumpey e cols., 2002). Entretanto,
os autores ndo verificaram se essas quimiocina possuiam um padrio hierdrquico.

Em resumo, neste estudo demonstramos a importante participacdo da MIP-2 no
acumulo de neutréfilos na cavidade peritoneal no modelo de inflamagdo de origem imune.
Nossos resultados demonstram que MIP-2 interage com o receptor CXCR2 induzindo a
producdo de MIP-1q, a qual interage com o receptor CCR1, induzindo a liberacio seqiiencial
de TNFa e LTB4. Esquematizando, a migracdo de neutrdfilos induzida pelo desafio com OVA
em camundongos imunizados depende da seguinte cascata de mediadores: MIP-2=MIP-
1o=TNFo=LTB4. De acordo com os dados da literatura descrevendo que a migracdo de
neutréfilos induzida por quimiocinas CXC em humanos depende da interacdo entre os
receptores CXCR1 e CXCR2, nossos resultados sugerem fortemente que estratégias de
bloqueio dos mediadores produzidos na fase aguda do processo inflamatério poderiam ser
eficientes em terapias clinicas para inflamagdes de origem imune mediada pelos neutréfilos.

Embora nossos resultados demonstraram que KC nf@o participa na migracdo de
neutréfilos induzida por OVA em camundongos imunizados, nesta segunda parte deste estudo,
buscamos elucidar os mecanismo envolvidos na migracio de neutréfilos induzida por KC. Para
isto, primeiramente realizamos uma curva dose e tempo resposta para o KC e verificamos que
esta quimiocina induz migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos de
uma maneira dose e tempo dependente, onde o maior nimero de neutréfilos foi detectado na
4*h ap6s administragdo da quimiocina, retornando a valores semelhantes ao basal na 24°h.
Seguidamente, investigamos quais mediadores inflamatoérios estariam envolvidos na migracio

de neutréfilos induzida por KC em camundongos, através da utilizagdo de ferramentas
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farmacoldgicas. Deste modo, camundongos foram pré-tratamos com diferentes drogas
antiinflamatdrias e o efeito de cada droga na migra¢do de neutrdfilos induzida por KC foi
avaliado. Nossos resultados demonstram que citocinas como o TNFo e a IL-13, bem como os
leucotrienos estdo envolvidos no recrutamento de neutréfilos induzido por KC, desde que o
pré-tratamento dos animais com talidomida (droga inibitéria da transcricio gé€nica de
citocinas), IL-1ra (antagonista do receptor da IL-1) ou com MKS886 (inibidor da 5-
lipoxigenase) inibiram significativamente o acimulo de neutréfilos observado apds
administracdo da quimiocina. O envolvimento do TNFa foi confirmado, pois camundongos
geneticamente deficientes do receptor tipo I para o TNFa (p55'/') apresentaram uma deficiente
migracdo de neutrdfilos frente ao estimulo com KC. Confirmando o envolvimento desses
mediadores inflamatérios, verificamos um aumento da producéo e liberacdo de IL-1p, TNFo e
LTB4 no lavado peritoneal de camundongos injetados com KC. Por outro lado, nossos
resultados também indicam que moléculas como a histamina e os produtos da cicloxigenase
ndo participam no processo de migrac¢do de neutréfilos induzido por KC, pois o tratamento dos
animais com antagonistas seletivos de receptores histaminérgicos (pirilamina e cimetidina) ou
indometacina, droga inibitéria da enzima ciclooxigenase ndo afetou o recrutamento de
neutréfilos induzido por KC.

Seguidamente, direcionamos nosso estudo no sentido de investigar a participagido de
células residentes peritoneais na migracdo de neutréfilos induzida por KC e MIP-2. Deste
modo, quando estas quimiocinas foram administradas em camundongos depletados de
mastdcitos peritoneais, observamos que estas células participam modulando negativamente a
migracdo de neutréfilos induzida por KC e MIP-2., visto que a administracdo destas
quimiocinas potencializou o recrutamento de neutr6filos nesses animais. Seguidamente,
utilizamos o Tioglicolato como ferramenta farmacoldgica para estudarmos a participagcdo da
populacdo de macréfagos peritoneais Deste modo, observamos que o aumento da populacio de
macréfagos potencializa o acimulo de neutrdfilos observado apds administragdo de KC e MIP-
2. Macroéfagos residentes sdo considerados como a célula chave no controle do recrutamento de
neutréfilos em processos inflamatdrios induzidos por estimulos exdgenos como carragenina,
zymosan e LPS ou por mediadores quimiotaticos como IL-1, TNFa, MCP-1 e C5a (Souza e
cols., 1988; Faccioli e cols., 1990; Maus, U. e cols., 2001; Maus, U.A. e cols., 2003; Godau e
cols., 2004; Silva e cols., 2005).

Confirmando a participagdo de macréfagos peritoneais na migragdo de neutrdfilos

induzida por KC ou MIP-2, nossos resultados demonstram que a administracio do
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sobrenadante coletado de macréfagos peritoneais incubado in vitro com KC ou MIP-2 induziu
significante migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal. De acordo com os resultados in
vivo, onde observamos que a migracdo de neutrdfilos induzida por KC foi inibida pelo
tratamento com drogas inibitérias dos efeitos da IL-1, do TNFa e do LTB4, e que a migracdo
de neutréfilos induzida pela MIP-2 também depende do TNFo e do LTB4, submetemos o
sobrenadante de macréfagos peritoneais incubados in vitro com estas quimiocinas ao ensaio de
ELISA para o TNFa, a IL-1f e para o LTB,4. Nossos resultados demonstram que macréfagos
peritoneais estimulados tanto com KC como MIP-2 liberam concentrac¢des significativas destes
mediadores, sugerindo que macréfagos peritoneais possam ser a célula fonte de IL-1[3, TNFo e
LTB.,.

Os estudos sobre as substincias quimiotaticas envolvidas na migracio de neutrdfilos
para o foco inflamatério ainda ndo sdo conclusivos, visto que a maioria das revisdes cita que o
processo é multimediado, o qual depende do estimulo ou do tecido lesado, onde diferentes
fatores quimiotéticos participam do processo. Entender o papel dos diferentes fatores
quimiotaticos nos diversos modelos de inflamacdo, bem como nas patologias humanas,
permitird o desenvolvimento de novas terapias, mais efetivas e com menores efeitos colaterais,
para o tratamento dessas patologias. Nesse sentido, quando pegos em conjunto, nossos
resultados contribuem significantemente com o entendimento dos mecanismos envolvidos no
recrutamento de neutréfilos em um modelo de inflamag@o de origem imune, demonstrando que

quimiocinas como MIP-2 e MIP-1a possuem um papel central neste processo.
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“O rio atinge seus objetivos
porque aprendeu a
contornar obstdculos.”
Lao Tse
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RESUMO

Neste presente estudo, investigamos o envolvimento da quimiocinas MIP-1c, MIP-1f,
RANTES, KC e MIP-2, tdo bem como os receptores para quimiocinas CC e CXC na migracdo de
neutréfilos induzida por OVA em camundongos imunizados. O desafio i.p. com OVA em camundongos
imunizados induziu recrutamento de neutrdfilos de maneira dose e tempo dependente. A migracdo de
neutréfilos induzida por OVA foi acampanhada pelo aumento da expressdo de RNAm para MIP-1aq,
MIP-1f3, RANTES, KC, MIP-2, CCR1 e CXCR2. Além disso, a produgido de MIP-1a,, RANTES, KC e
MIP-2, mas ndo de MIP-1PB foi verificada no lavado peritoneal de camundongos imunizados e
desafiados com OVA. OVA faliu em induzir migracio de neutréfilos em camundongos MIP-1a™
imunizados ou em camundongos WT tratados com a-MIP-2. Entretanto, o tratamento com anticorpos
o-RANTES, o-MIP-1B ou o-KC nio inibiu o recutamento de neutréfilos induzido por OVA em
camundongos imunizados. MIP-1a induz migracdo de neutréfilos através da inducdo da sintese de
TNFo, and LTB,, pois: a liberacdo desses mediadores foi detectada no lavado peritoneal de
camundongos WT imunizadas, mas ndo em camundongos MIP-1a”"; a administracio de MIP-1a, em
camundongos WT induziu migracdo de neutr6filos de maneira dose dependente, sendo inibida pelo
tratamento com o-TNFa, ou pelo uso de camundongos deficientes para o TNFR1 (p55™), ou pelo
tratamento com MK 886 (inibidor da 5-lipoxigenase); e ao contrario de camundongos WT, MIP-1a
faliu em induzir a producio de LTB, em camundongos p55”. Os resultados também demonstram que
MIP-1a liga-se ao receptor CCR1 para induzir migracdo de neutrdfils, desde que, em contrate com
camundongos CCR5”, OVA e MIP-1q faliu em induzir recrutamento de neutréfilos em camundongos
CCRI™.

Com o intuito de estudarmos a participagc@o de quimiocinas CXC chemokines na migragdo de
neutréfilos induzida por OVA, camundongos BALB/c naive ou imunizados foram pré-tratados com
repertaxina (antagonista do CXCR2). Os resultados demonstam que repertaxina foi efetiva em inibir a
migracdo de neutréfilos induzida por OVA e MIP-2. Assim como MIP-1q., os resultados mostram que a
migrac@o de neutréfilos induzida pela MIP-2 depende da produgdo de TNFo and LTB,, uma vez que o
pré-tratamento dos camundongos com o-TNFa ou MK886 significantemente inibiu o recrutamento de
neutréfilos induzido por esta quimiocina. Seguidamente, testamos a hipdtese de que MIP-2 estaria
induzindo migragdo de neutr6filosm dependentemente da liberacdo de MIP-1a.. Deste modo, que MIP-2
faliu em induzir recrutamento de neutrdfilos em camundongos MIP-10". Confirmando este resultado, o
anticorpo o-MIP-1a foi efetivo em inibir a migragcdo de neutréfilos induzida por MIP-2. Além disso,
MIP-2 induziu a producio de MIP-1a, TNFo e LTB4 e, este efeito foi bloqueado pelo tratamento dos

camundongos com o-MIP-1a.

123



Na segunda parte deste estudo, investigamos os mecanismos envolvidos no recrutamento de
neutrdfilos induzido por KC e MIP-2 para a cavidade peritoneal de camundongos. Primeiramente,
observamos que a administragdo i.p. de KC ou MIP-2 induz migrac¢do de neutréfilos de maneira dose e
tempo dependente. Os resultados indicam que o acimulo de neutréfilos induzido por estas quimiocinas
€ dependente da producdo e liberacdo de TNFo e LTBy, pois o pré-tratamento dos camundongos com
o-TNFo ou MK886 inibiu significantemente a migragdo de neutrdfilos induzida por KC e MIP-2.
Confirmando o envolvimento do TNFa, MIP-2 e KC induziram reduzida migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal de camundongos p55”, quando comparados com os camundongos WT. Além disso,
a migracdo de neutrdfilos induzida por KC, mas ndo por MIP-2 foi significantemente inibida pelo
tratamento com IL-1ra (antagonista do receptor da IL-1), sugerindo o envolvimento desta citocina na
migracdo de neutrdfilos induzida por KC.

A migracdo de neutréfilos induzida por MIP-2 e KC € dependente de macréfagos residents
peritoneais, desde que a administragdo destas quimiocinas em camundongos pré-tratados com
tioglicolato induziu exarcebada migracdo de neutréfilos quando comparado com camundongos
controle. Confirmando a dependéncia de macréfagos, a administragdo i.p. com o sobrenadante de
macréfagos estimulados in vitro com KC ou MIP-2 induziu significante migracdo de neutréfilos em
camundongos naive. Além disso, significante concentragdo de IL-1B, TNFo e LTB, foi verificada
nestes sobrenadantes. Surpreendentemente, a administragio de KC e MIP-2 em camundongos
depletados de mastdcitos residents peritoneais induziu uma potencializada migra¢do de neutréfilos
quando comparada com os camundongos controle.

Em resumo, nossos resultados demonstram que a migra¢do de neutréfilos observada no
modelo de imunizacdo e desafio com OVA € mediada pela interagdo entre MIP-2/CXCR2, induzindo a
producdo de MIP-1a, que por sua vez, agindo via CCRI, induz a liberagdo sequencial de TNFa e
LTB,. Com relacdo a migracdo de neutréfilos induzida por MIP-2 e KC, os resultados sugerem que
estas quimiocinas induzem recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoenal de camundongos
dependentemente de macréfagos residentes, e liberagdo de TNFo e LTB,. Interessantemente,
observamos também que mastdcitos controlam negativamente a migracdo de neutréfilos induzida por

estas quimiocinas.
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SUMMARY

We have investigated the involvement of MIP-1a, MIP-1, RANTES, KC and MIP-2, as
well as the CC and CXC chemokine receptors on neutrophil migration in murine immune inflammation.
The i.p. administration of OVA promoted dose and time-dependent neutrophil recruitment in
immunized mice. The neutrophil migration induced by OVA was seemed to be accompanied by
increased mRNA expression for MIP-1a,, MIP-1B, RANTES, KC, MIP-2, CCR1 and CXCR2 in
peritoneal cells harvested from OVA-challenged immunized mice, as well as MIP-1a, RANTES, KC
and MIP-2 but not MIP-1B proteins in the peritoneal exudates. OVA-induced neutrophil migration
response was muted in immunized MIP-lo/” mice and it was inhibited by o-MIP-2 treatment.
However, the treatment with antibodies against RANTES, MIP-1B or KC failed to inhibit OVA-
induced neutrophil migration. MIP-1ot mediated neutrophil migration in immunized mice through
induction of TNFq, and LTB, synthesis, since: these mediators were detected in the exudates harvested
from OV A-challenged immunized WT but not MIP-1o mice; the administration of MIP-1¢. induced a
dose-dependent neutrophil migration, which was inhibited by treatment with an anti-TNFa antibody, in
TNFR1 (p55™) deficient mice, or by MK 886 (a 5-lipoxygenase inhibitor) treatment; and MIP-10 failed
to induce LTB, production in p55” mice. MIP-1o. used CCRI1 receptor to promote neutrophil
recruitment since, in contrast to CCR5™ mice, OVA or MIP-1a failed to induce neutrophil migration in
CCR1” mice.

To study the invoviment of CXC chemokines in OV A-induced neutrophil migration, BALB/c
naive or immunized mice were pretreated with repertaxin (a novel CXCR2 antagonist). Our results
shown that repertaxin treatment significantly inhibited the OVA and MIP-2-induced neutrophil
migration. Indeed, as MIP-10-induced neutrophil recruitment, neutrophils migrate in response to MIP-2
by a mechanism dependent of TNFa and LTB, production, once the pretreatment of mice with o-TNFo
or MK886 significantly inhibited the neutrophil migration induced by this chemokine. Since it was
previously described that the release of TNFo and LTB, in OVA-induced neutrophil migration is
dependent of MIP-1a production, we tested the hypothesis that MIP-2 could also induce the release of
MIP-10. Thus, we observed that MIP-2-induced neutrophil migration was abrogated in MIP-1o/” mice.
Confirming this result, it was also blocked by the use of o-MIP-1a. In addition, significant
concentration of MIP-1a, TNFo and LTB, was detected in the peritoneal exudates from MIP-2-injected
mice and it was completely inhibited by o-MIP-1q treatment.

In the second part of this study, we investigated the mechanisms involved in the MIP-2 and
KC induced neutrophil recruitment to peritoneal cavities of mice. First, we observed that i.p. injection

of MIP-2 or KC in BALB/c mice induced a dose- and time-dependent neutrophil migration into
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peritoneal cavities. The results showm that MIP-2 and KC induces neutrophil accumulation into
peritoneal cavities dependently of TNFo and LTB,, since the pretreatment of mice with a-TNFa or
MKS886 inhibited the MIP-2-induced neutrophil migration. The involvement of TNFo was confirmed
by i.p. injection of MIP-2 or KC in p55” mice, when both chemokines induced a sharp neutrophil
migration into peritoneal cavities of these mice, compared to WT mice. Neutrophil migration induced
by KC, but not MIP-2 was seemed to be dependent of IL-1, since the treatment with IL-1ra (IL-1
receptor antagonist) significantly inhibited the neutrophil recruitment induced by KC.

MIP-2 and KC-induced neutrophil migration was seem to be dependent of resident
macrophages, since the increase of peritoneal macrophages by thioglycolate treatment, significantly
enhanced the MIP-2 and KC-induced neutrophil migration. Confirming the dependence of peritoneal
macrophages, i.p. injection of supernatant from MIP-2 or KC-stimulated macrophages in naive mice
induced a significant neutrophil migration. In addition, the results showm that macrophages stimulated
in vitro with MIP-2 or KC release significant amount of IL-1f, TNFa and LTB,. Strikingly, the i.p
injection of MIP-2 or KC in peritoneal cavities depleted from mast cell with distillated water or 48/80
treatment significantly increased the neutrophil accumulation triggered by these chemokines.

In summary, we have demonstrated that neutrophil migration observed in the OV A-induced
neutrophil migration is mediated by MIP-2/CXCR2 binding, inducing MIP-1o production, which via
CCRI induces the sequential release of TNFo and LTB,. Concerning to MIP-2 and KC-induce
neutrophil migration, the results suggest that these chemokines induces neutrophil recruitment to
peritoneal cavities dependently of resident macrophages, TNFa and LTB, release. Interestingly, we
also observed that MIP-2 and KC-induced neutrophil migration is negatively controlled by peritoneal

mast cells.
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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