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Resumo

RESUMO

Os neutréfilos estdo envolvidos na resposta inflamatéria aguda, e
contribuem para a inflamacédo e destruicdo da articulacdo caracteristicas da
artrite reumatdide. Neste estudo, avaliamos a participacdo de diversos
mediadores inflamatoérios envolvidos no recrutamento de neutréfilos para a
cavidade articular no modelo de artrite induzida por albumina bovina sérica
metilada (MBSA) e o mecanismo pelo qual este recrutamento ocorre. Nés
encontramos que a administracdo intra-articular de mBSA em animais
imunizados, porém, ndo em animais controles, induziu um acumulo de
neutréfilos na cavidade articular de maneira dose e tempo dependentes, o qual
era inibido por repertaxina (antagonista dos receptores CXCR1 e CXCR2), por
anticorpos anti-CXCL1 e anti-CXCL5, e por MK 886 (inibidor da sintese de
leucotrienos), porém, ndo por BN 50730 (antagonista do receptor de PAF).
Confirmando a participacdo destes mediadores, observamos que as
concentracdes de CXCL1, CXCL5 e leucotrieno B4 (LTB,4) estavam elevadas no
exsudato articular dos animais imunizados e desafiados com mBSA e ainda, a
administracdo intra-articular destes mediadores quimiotaxicos induziu uma
elevada migracdo de neutrofilos. Além disso, a repertaxina inibiu a produc¢éo de
LTB4 no exsudato articular e o MK 886 reduziu a migracdo de neutréfilos para a
cavidade articular induzida por CXCL1 e por CXCL5. Em resumo, as
guimiocinas CXC (CXCL1 e CXCL5) e LTB4 atuando seqglencialmente estédo
envolvidos na migracdo de neutrofilos no modelo de artrite induzida por mBSA.
Desta maneira, a inibicdo das quimiocinas CXCL1 e CXCL5 e de LTB, séo

sugeridos como novas terapias para a artrite reumatoide.

Palavras chaves: migracdo de neutrdfilos; artrite reumatdide; quimiocina
CXCL1; quimiocina CXCLS5; leucotrieno Ba.
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ABSTRACT

Neutrophils are involved in acute inflammatory responses, and contribute
to the inflammation and joint destruction characteristic in the rheumatoid
arthritis. In this study, we evaluated the participation of several inflammatory
mediators involved in the neutrophil migration into the articular cavity on
antigen-induced arthritis model and the mechanism underlying this recruitment.
We found that intraarticularly administration of methyl-bovine serum albumin
(mBSA) in immunized, but not in control mice, induced a dose- and time-
dependent neutrophil accumulation, which was inhibited by repertaxin (CXCR1
and CXCR2 receptor antagonist), anti-CXCL1 and anti-CXCL5 antibodies, and
by MK 886 (leukotrienes synthesis inhibitor). Confirming the participation of
these mediators, high amounts of CXCL1, CXCL5 and leukotriene B4 (LTBy)
were detected in the articular exudates. Furthermore, we demonstrated that
repertaxin inhibits the production of LTB, in articular exudates and that
neutrophil recruitment induced by CXCL1 and CXCL5 was inhibited by MK 886.
In summary, CXC chemokines (CXCL1 and CXCL5) and LTB,; acting
sequentially are involved in the neutrophil migration in mBSA-induced arthritis
model. Therefore, inhibition of CXCL1 and CXCL5 chemokines or LTB, is
suggested as potential therapeutic immunointervention in the rheumatoid

arthritis.

Key words: Neutrophil migration; rheumatoid arthritis; CXCL1 chemokine;
CXCL5 chemokine; leukotriene Ba.
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1.1. MIGRACAO DE NEUTROFILOS

1.1.1 — Aspectos Gerais

O processo inflamatoério local € desencadeado apds o contato do
organismo com um agente agressor podendo este ser infeccioso ou ndo. Neste
processo, a mobilizacdo adequada e em tempo habil dos leucécitos da
microcirculacdo para o foco inflamatério € um evento essencial para a protecao
do hospedeiro contra as infecgdes (MALECH e GALLIN, 1987; WAGNER e
ROTH, 2000; MARTIN e LEIBOVICH, 2005). No entanto, em doencgas
inflamatorias a presenga de leucdécitos no foco inflamatério € prejudicial ao
organismo, contribuindo para o estabelecimento das lesdes tissulares
(WEISSMANN e KORCHAK, 1984; WEISS, 1989).

Na maioria dos processos inflamatorios, os neutréfilos sdo os primeiros
leucocitos a serem recrutados para o local de injuria tecidual. Estes
permanecem de 12 a 24 horas no sitio inflamatdrio, ocorrendo posteriormente,
um processo de morte celular programada (apoptose), e em seguida a
fagocitose destas células por macrofagos. Eosindfilos, macréfagos e linfécitos
aparecem progressivamente a partir da 6% hora, permanecendo no sitio
inflamatorio por cerca de uma semana, porém, se o0 agente agressor nao for
removido, ocorre a perpetuacao e cronificagdo do processo (KUBES, 1993;
ROSSI e HELLEWELL, 1994; GARRELLY et al., 1991).

O processo da migragao de neutrofilos durante a resposta inflamatoria é
intermediado por diferentes mediadores inflamatérios e quimiotaticos, os quais
promovem um aumento nas interagdes entre os neutrdfilos e as células
endoteliais, favorecendo a migracao destes leucdcitos a favor do gradiente de
concentracdo entre a area lesada e as vénulas pods-capilares
(HUTTENLOCHER et al, 1995). Deste modo, os neutréfilos apresentam
inicialmente um rolamento sobre o endotélio vascular mediado por uma familia
de moléculas de adesao denominadas selectinas. As selectinas endoteliais (P-
e E-selectinas) ligam-se, através de seu dominio lectina, a regido sialil-Lewis X
de algumas glicoproteinas como as moléculas PSGL-1 (P-selectin glycoprotein

ligand-1) e ESL-1 (E-selectin ligand-1) presentes na membrana dos leucdcitos,
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enquanto que a L-selectina, expressa constitutivamente por todos os
leucécitos, liga-se a um grupo de oligossacarideos sialomucina presente na
superficie das células endoteliais (WATSON et al., 1990; ALBELDA et al.,
1994; YANG et al., 1999). Estas ligacbes especificas, embora fracas,
resultantes da interagdo entre as selectinas e seus ligantes, favorecem a
diminuicdo da velocidade com que os neutréfilos passam pelos vasos
sanguineos. Este fendbmeno de rolamento leucocitario permite que ocorra a
ativagdo das integrinas presentes nos neutréfilos combinada com um aumento
na expressao das moléculas da superfamilia das imunoglobulinas no endotélio,
resultando em uma forte adesdo entre os neutrdfilos e as células endoteliais.
Esta aderéncia permite que os neutréfilos penetrem principalmente através das
jungdes intercelulares (diapedese) presente nas células endoteliais,
degradando a membrana basal com o auxilio de enzimas proteoliticas e se
dirjam ao local da inflamagdo (HUTTENLOCHER et al., 1995; WAGNER e
ROTH, 2000; LEY et al., 2002).

Uma vez presente no sitio inflamatério, os neutréfilos sdo capazes de
fagocitar, destruir e degradar os microrganismos, sendo a destruicdo destes
realizada por mecanismos dependentes de oxigénio, nitrogénio e enzimas
proteoliticas. Os neutrofilos possuem um sistema enzimatico oxidativo,
acoplado a membrana plasmatica, conhecido como NADPH oxidase, o qual é
responsavel pelo aumento do metabolismo oxidativo, também conhecido como
explosdo respiratoria. Neste sistema, ocorre uma transferéncia de elétrons do
NADPH intracelular para o oxigénio, reduzindo-o a anion superoxido (Oy’), o
qual pode ser rapidamente convertido a peroxido de hidrogénio e este a
radicais hidroxilas, denominados genericamente de intermediarios reativos do
oxigénio (MALECH & GALLIN, 1987; BELLAVITE, 1988). Em geral, as
quantidades de peréxido de hidrogénio formado, descrito no processo acima,
ndo sao capazes de induzir uma destruicdo eficaz dos microrganismos. No
entanto, os granulos azurdfilos (lisossomos verdadeiros ou granulos primarios)
dos neutréfilos contém a enzima mieloperoxidase (MPO), que na presenca de
ions CI', converte o peroxido de hidrogénio em hipoclorito, sendo este
importante para a destruicdo do agente injuriante (KLEBANOFF et al., 1970).

Uma outra substancia altamente reativa utilizada por neutrofilos para exercer
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sua fungcado microbicida € o 6xido nitrico (NO). Neutroéfilos ativados expressam a
enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), que leva a produg¢do de NO. Uma
vez formado, o NO pode interagir com espécies reativas de oxigénio, levando a
formacdo de multiplos metabdlitos antimicrobianos como peroxinitrito, S-
nitrosotiois e o dioxido de nitrogénio (MULLIGAN et al., 1991; MATHEIS et al.,
1992). Os neutréfilos também podem destruir os microrganismos por
mecanismos independentes de oxigénio, através da ac&do de substancias
presentes em seus granulos citoplasmaticos, tais como, defensina, lisozimas,
elastases, catepsinas, hidrolases acidas localizadas nos granulos azurdfilos e
por colagenases e lactoferrinas presentes nos granulos secundarios ou
especificos (DALE, 1984; LEHRER, 1988).

Como descrito anteriormente, apesar do recrutamento de neutrdfilos
durante o processo infeccioso ser crucial para o controle deste evento, a
ocorréncia de uma resposta inflamatoria exacerbada gera efeitos deletérios e
indesejaveis, visto que, os neutrofilos liberam enzimas proteoliticas e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, que contribuem para as lesdes teciduais.
Este fendmeno pode ocorrer em doengas auto-imunes como a artrite
reumatdide, sindrome da glomerulonefrite, doenga inflamatdria intestinal e
vasculite imune (RUTGERS et al., 2003; KRISTJANSSON et al., 2004; WONG
e LORD, 2004) e também em doencas de origem ndo-imunoldgica, tais como a
doenga pulmonar obstrutiva cronica e lesdo de reperfusdo na doenga
isquémica do miocardio (O'DONNELL et al., 2004; SAEED et al., 2005).

1.1.2 — Mediadores envolvidos no recrutamento de neutrofilos

Como descrito acima, a migragdo direcionada dos neutrofilos ao foco
inflamatério € mediada por diferentes fatores inflamatérios e quimiotaticos
liberados, principalmente, pelas células residentes. Conforme relatado na
literatura, diversas substancias estdo envolvidas no recrutamento de
neutrofilos, entre estas, destacam-se os derivados lipidicos como o leucotrieno
B4 (LTB4) e o fator de agregacao plaquetaria (PAF), as citocinas como o fator
de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 17 (IL-17), IL-15, IL-18 e a IL-1B,

componentes do sistema complemento como o C5a, e uma variedade de
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quimiocinas incluindo quimiocina CXC ligante 8 (CXCLS8, IL-8), CXCL1
(oncogene regulador do crescimento, GRO-a), CXCL5 (peptideo ativador de
neutréfilos derivado de células epiteliais, ENA-78), CXCL2 (proteina-2
inflamatoria de macrofagos, MIP-2), quimiocina CC ligante 3 (CCL3, proteina 1-
a inflamatéria de macrofago, MIP-1a) e CCL4 (proteina 1-f inflamatéria de
macréfago, MIP-13) (MANTOVANI et al., 1997; FIGARELLA-BRANGER et al.,
2003, MUNDER et al., 1993; BINDER et al.,, 1999; LEE et al.,, 2002;
FERNANDES et al., 2005).

O LTB4 é um produto derivado da cascata do acido araquidbnico
produzido, principalmente, por mondcitos e por células polimorfonucleares. A
sintese dos leucotrienos ocorre a partir da liberagdo do acido araquiddnico dos
fosfolipideos de membrana por agdo de enzimas fosfolipases A,. Em seguida,
no envelope nuclear, o acido araquiddnico liberado pode ser metabolizado a 5-
HPETE e posteriormente a LTA4 por acao da enzima 5-lipoxigenase (5-LO).
Para que esta enzima possa exercer sua atividade catalitica, ela precisa ser
translocada do citoplasma ao nucleo por um mecanismo dependente de calcio
e ser apresentada ao acido araquidénico através da proteina ativadora da 5-LO
(FLAP). O LTA4 por sua vez é convertido em LTB,4 por agdo da enzima LTA,
hidrolase (DENNIS, 1997; PETERS-GOLDEN e BROCK., 2001).

Diversas agdes sao atribuidas ao LTB4, dentre as quais destacam-se a
potente atividade quimiotatica para neutrofilos, a capacidade de inibir a
apoptose de neutroéfilos, estimulacdo do fator nuclear kB levando a sintese de
CXCL8 e inducao da producédo e liberacdo de hidrolases lisossomais e de
intermediarios reativos de oxigénio (SERHAN et al., 1982; VICENTE et al.,
2001; LIN et al.,, 2005; HEBERT et al., 1996; SAMUELSSON et al., 1987;
AOKI., 1998). E importante ressaltar que o LTB, é cerca de 10 a 1000 vezes
mais potente que o PAF na indug¢ao de respostas quimiotaticas de neutrdfilos, e
também atua aumentando a aderéncia destas células ao endotélio vascular
(NOHGAWA et al., 1997).

Para que ocorram as agdes bioldgicas do LTB4s € necessario a sua
ligacdo com receptores de membrana acoplados a proteina G, conhecidos
como BLT1 e BLT2. O receptor BLT1, um receptor de alta afinidade, é

expresso exclusivamente nos leucdcitos e medeia principalmente a atividade
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quimiotatica e adesiva do LTB4, enquanto que o BLT2 € um receptor de baixa
afinidade e parece estar envolvido na liberacdo de enzimas lisossomais,
aumento do metabolismo oxidativo, além de também ser descrito como
promotor de quimiotaxia (GOLDMAN et al., 1987; YOKOMIZO et al., 1997;
CROOKS e STOCKELEY., 1998; YOKOMIZO et al., 2000). Ainda, o LTB4
possui um receptor nuclear, o PPARa (fator de transcrigdo) que quando ativado
pelo LTB,4 induz a produgédo de enzimas envolvidas no metabolismo do LTB4,
aumentando assim a sua degradagdo (DEVCHAND et al.,, 1996; LIN et al.,
1999).

Outro importante mediador lipidico e quimioatraente para os neutrdfilos é
o PAF, sendo produzido por diferentes tipos celulares como os mondcitos,
neutrofilos, células endoteliais, células glomerulares e fibroblastos (MICHEL et
al., 1992). Diversos estudos demonstraram que o PAF estimula a agregacéo
plaquetaria, ativagdo e desgranulagdo de neutréfilos e eosindfilos, sintese de
prostaglandinas e LTC4, entre outros efeitos (BENVENISTE et al.,, 1981;
O'FLAHERTY et al., 1984). INGRAHAM et al. (1982) mostraram que a
estimulacdo de neutréfilos humanos com o PAF é capaz de induzir inUmeras
atividades celulares incluindo quimiotaxia. Recentemente, GAUDREAULTE et
al (2005) mostraram que o PAF, sinalizando através do receptor BLT1 de LTBy,

induz desgranulagdo e quimiotaxia para neutréfilos humanos.

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria que apresenta papel chave em
diversos processos, como a inflamagdo, imuno-modulacédo, crescimento,
angiogénese e citotoxidade (AGGARWAL e NATARAJAN, 1996; TAYLOR et
al., 2004). Esta bem descrito na literatura, a participacdo do TNF-a no
recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério (CANETTI et al., 2001;
SAUNDERS et al., 2005). Embora, o TNF-a ndo seja considerado um fator
quimiotatico classico, uma vez que nao induz migracao de neutréfilos in vitro,
este promove a sintese e liberacdo de fatores quimiotaticos, como as
quimiocinas, tanto pelas células endoteliais quanto pelas células residentes
(FACCIOLI et al., 1990).

Diversos estudos demonstraram a participacdo do TNF-a na migragao

de neutrdfilos em diversos modelos de reacao inflamatdria, tais como a artrite
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reumatdide induzida por colageno do tipo Il e em doengas inflamatérias
humanas, como a doenca inflamatdria intestinal e a artrite reumatoide (BECK e
WALLACE, 1997; KUWABARA et al.,, 2000; CANETTI et al., 2001). Deste
modo, terapias com anticorpo neutralizante para o TNFa e com receptores
soluveis do TNF-a estdo sendo utilizados para reduzir a inflamagdo em
pacientes com artrite reumatdéide ou com doenca inflamatéria intestinal
(WOOLEY et al., 1993; REIMOLD, 2002; FLEISCHMANN e SHEALY, 2003).

CANETTI et al. (2003) demonstrou que a IL-18 esta envolvida na
migragédo de neutrdfilos para o sitio inflamatério, através do modelo de artrite
induzida por colageno Il. Outra citocina, a IL-17, produzida principalmente por
célula T CD4" de memoria, tem sido classificada como uma citocina pro-
inflamatdria, indutora da sintese de quimiocinas, bem como de ICAM-1 e PGE_,
dentre outros mediadores envolvidos na migracao neutrofilica (AGGARWAL et
al., 2003).

A IL-15 promove a liberagdo de quimiocinas e citocinas (incluindo TNF-
a) de células T sinoviais (McINNES et al., 1997), além do sinergismo com a IL-
2 para a indugado da proliferacdo de clones de células Th1 (SEDER, 1995,
1996). Ademais, suas atividades biolégicas incluem a capacidade de ativar
neutroéfilos, recrutamento e ativagéo de células T, diferenciagao das células NK,
producao de IFN-y, co-estimulagdo do crescimento de células B e produgéo de
imunoglobulina (WALDMANN e TAGAYA , 1999).

1.1.2.1 — Quimiocinas

As quimiocinas tém sido descritas como importantes quimioatraentes e
ativadores de neutrdéfilos, mondcitos, eosindfilos e linfocitos (PERRETI &
GETTING, 2003), sendo demonstrada pela primeira vez esta propriedade
quimioatraente através de ensaio de quimiotaxia para neutréfilos usando
CXCL8 (YOSHIMURA et al., 1987). O nome destas substancias foi proposto no
‘Il Simpdsio Internacional de Citocinas Quimiotaticas” através da jungao das
palavras quimioatraentes e citocinas (OPPENHEIM, 1991).

As quimiocinas s&o proteinas basicas com cerca de 70 a 125

aminoacidos, com peso molecular entre 6 e 14 Kd e produzidas por genes
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distintos localizados nos cromossomos humanos 4, 9, 16 e 17 (MURPHY et al.,
2000). Estruturalmente, as quimiocinas apresentam quatro residuos de cisteina
conservados em quase todos os grupos, formando duas pontes dissulfeto
intramoleculares essenciais. Com base nestas caracteristicas estruturais
conservadas, as quimiocinas foram classificadas de acordo com o numero de
aminoacidos presentes entre os dois primeiros residuos de cisteina. Deste
modo, as CC ou a-quimiocinas apresentam estes residuos adjacentemente
ligados, as CXC ou B-quimiocinas possuem um aminoacido entre os residuos e
as CX3C ou d-quimiocinas possuem trés aminoacidos entre os dois primeiros
residuos de cisteina. Além destas, foi descrita uma quimiocina que possui
apenas dois residuos de cisteina em sua estrutura, denominada de C ou y-
quimiocina (BAGGLIONI et al.,, 1994; KELNER et al., 1994). As agbes
bioldégicas das duas maiores subfamilias de quimiocinas, CXC e CC, diferem
quanto a capacidade de estimular diferentes tipos de células efetoras (CLARK-
LEWIS et al.,, 1995). Os neutréfilos sdo atraidos para o local inflamatério
principalmente por quimiocinas CXC como a CXCL8, a CXCL5, as CXCL1/2/3
(oncogene regulador do crescimento (GRO/a/fly) e a CXCL7 (peptideo-2
ativador de neutrdéfilos, NAP-2), enquanto que linfécitos, mondcitos, eosindfilos
e basdfilos sdo atraidos preferencialmente por quimiocinas CC como a CCL13
(proteina quimiotatica para mondécitos, MCP-4), a CCL5 (citocina regulada sob
ativacdo, expressa e secretada por células T normais, RANTES) e a CCL11
(eotaxina) (AHUJA e MURPHY, 1996; ELSNER et al., 1998; FIGARELLA-
BRANGER et al., 2003).

Dentro da subfamilia das quimiocinas CXC, estas sdo divididas de
acordo com a presenca da sequéncia de trés aminoacidos (glutamato-leucina-
arginina, ELR) localizados proximo ao N-terminal, precedendo a primeira
cisteina. A presenca desta sequUéncia parece estar relacionada com a
especificidade quimiotatica sobre neutrofilos, sendo a classe das CXC-ELR"
especificas para células mieldides, enquanto que a classe das CXC-ELR -
atraem uma variedade de leucdcitos. Entre as quimiocinas CXC-ELR”
encontram-se as quimiocinas CXCL8, CXCL5, CXCL1, CXCL2 entre outras,
sendo a quimiocina CXCL8 considerada como protétipo de ativagdao e
quimiotaxia para neutrofilos (ROLLINS, 1997; LAING e SECOMBES, 2004).
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Algumas destas quimiocinas CXC-ELR® foram detectadas em humanos e
também em outras espécies de animais como coelhos e caes, porém, nao
foram encontradas em camundongos. Neste roedor, as quimiocinas CXCL2
(MIP-2) e CXCL1 (KC), sédo consideradas homélogas murino das quimiocinas
humanas CXCL8 (IL-8) e do grupo das CXCL1/2/3 (GRO-a, -B e -y),
respectivamente (OQUENDO et al., 1989; TEKAMP-OLSON et al, 1990).
Ademais, a quimiocina CXCL5 (LIX) encontrada em camundongos, apresenta
acentuada homologia com a sequéncia de aminoacidos da quimiocina humana
CXCL5 (ENA-78) (SMITH et al.,, 1997). Estudos mostram que a quimiocina
CXCL5 apresenta um importante papel na hematopoiese, na amplificagao de
cascata inflamatéria e como quimioatraente para neutrofilos (BLACKWELL et
al.,2000; CHOONG et al., 2004). Outros trabalhos demonstram que as
quimiocinas CXCL1 e CXCL2 apresentam potente atividade quimiotatica tanto
em modelos experimentais in vitro como in vivo. A sintese e secregao dessas
quimiocinas, como outras quimiocinas CXC-ELR", podem ser induzidas por
estimulos exégenos como o LPS e por citocinas pré-inflamatérias como a IL-13
e 0 TNF-a (INTRONA et al., 1987; SHEN et al., 1989; DRISCOLL et al., 1995a).

Os efeitos especificos das quimiocinas devem-se a ligacbes especificas
destas com receptores acoplados a proteina G, presentes na superficie das
células alvo. Muitos dos eventos promovidos pelas quimiocinas s&o inibidos por
toxinas da Bordetella pertussis, sugerindo que esses receptores estao
acoplados a uma proteina inibitéria da classe Gi, visto que esta toxina inibe
especificamente os receptores desta classe (BOKOCH, 1995). Em humanos,
cinco tipos de receptores (CXCR1 a CXCRS5) foram identificados em ligar
seletivamente quimiocinas da classe CXC e oito receptores para a classe CC ja
foram identificados (MURPHY, 1996; ZLOTNIK et al., 1999). Outro tipo de
receptor identificado foi denominado de DARC ("Duffy antigen receptor for
chemokines”) e possui sitio de ligagcado tanto para a subfamilia de quimiocinas
CXC como para as CC, entretanto esta interacdo ndo induz o processo de
sinalizagao intracelular e, portanto, néo leva a uma ativagao celular. A presenga
destes receptores parece estar relacionada com a inativagédo do excesso de
quimiocinas na microcirculacdo, desempenhando um importante papel
regulatério na inflamacao (HADLEY e PEIPER, 1997).
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Com relacao aos receptores CXCR1 e CXCR2, pertencentes a subfamilia
das quimiocinas CXC, estes sdo expressos na maioria dos leucocitos, mas
parece ser funcional apenas para neutréfilos, mondcitos/macrofagos e
mastoécitos (NILSSON et al.,, 1999; MURPHY et al.,, 2000). Estes receptores
formam ligacdes de alta afinidade com a CXCL8 e com a CXCL6 (proteina
quimiotatica para granulocitos, GCP-2), enquanto que outras quimiocinas como
a CXCL7 e a CXCL1 formam ligagcdes de alta afinidade somente com o
receptor CXCR2 (LEE., et al.,, 1992; WUYTS et al.,, 1997). Desta forma o
receptor CXCR1 apresenta uma maior especificidade para a CXCL8 e para a
CXCL6 enquanto que o CXCR2 é considerado como sendo um receptor
promiscuo, podendo responder a varias quimiocinas CXC. Em humanos, o
aumento do recrutamento neutrofilico foi correlacionado positivamente com um
aumento da expressao dos genes para CXCL5 e CXCL8 associada com uma
maior expressao dos genes para CXCR2 e CXR1, respectivamente (QIU et al.,
2003). Embora haja evidéncias que camundongos expressem somente o
receptor CXCR2, recentes resultados demonstram que CXCR1 também é
expresso em espécies animais (FU et al., 2005). Neste contexto, substancias
que inibam estes receptores de quimiocinas, assim como repertaxina, tém sido

testadas para reduzir a ativacao e recrutamento de neutrofilos.

2. ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide € uma doenga inflamatoria crébnica com patogénese
auto-imune que resulta em destruicido da cartlagem e o0sso, sendo
caracterizada por infiltrado de neutréfilos, células T, células B e macréfagos na
sindvia e fluido nos espacos peri-articulares (HARRIS, 1990). Embora os
modelos experimentais ndo mimetizam a complexidade da artrite reumatdide
humana, estes modelos apresentam muitas caracteristicas histoldgicas
semelhantes a artrite reumatéide humana (TRENTHAM et al., 1977). Nos
ultimos anos, tem sido muito utilizado o modelo de artrite induzida por antigeno
(AlIA), sendo a proteina albumina bovina sérica metilada (mBSA) utilizada na
forma de antigeno soluvel associada ao adjuvante de Freud, o qual é usado

para dirigir a resposta imune para um padrao de resposta Th1. Deste modo,
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estudos em modelos experimentais tém resultado em um melhor entendimento
do papel de diferentes tipos celulares e mediadores inflamatérios no
desenvolvimento da artrite.

Dentre os diferentes tipos celulares envolvidos na artrite, estudos tém
demonstrado que os neutréfilos desempenham um papel crucial na artrite,
onde eles regulam e orquestram n&o apenas a resposta inflamatéria aguda,
mas também a inflamacgé&o crénica e regulagado imune (KASAMA et al., 2005). O
envolvimento dos neutréfilos na patogénese da artrite reumatdide tem sido
demonstrado utilizando-se diferentes modelos experimentais, como por
exemplo, o modelo animal K/BxN (WIPKE e ALLEN, 2001). Recentemente, foi
descoberto que camundongos K/BxN desenvolvem artrite espontaneamente,
sendo estes animais provenientes do cruzamento de animais NOD com
animais KRN. Os animais NOD possuem o MHC Il com alteragdo genética na
molécula Ag’ e desta forma tem a capacidade de apresentar um peptideo
resultante da clivagem da glicose-6-fosfato isomerase (GPI) ao receptor de
células T (TCR) transgénico de animais KRN. O resultado desta interagéo é a
producdo de citocinas, que estimula a producdo de anticorpos contra os
peptideos da GPI (auto-anticorpos). A transferéncia de soro de animais K/BxN,
que contém os auto-anticorpos para animais C57/Bl6, também induz uma
reacao inflamatéria especifica na articulagdo mimetizando o modelo animal
K/BxN, indicando que a transferéncia destes auto-anticorpos é suficiente para
induzir inflamacao na articulagao (KOUSKOFF et al., 1996). Utilizando-se este
modelo, demonstrou-se que animais depletados de neutrofilos com o uso de
anticorpo monoclonal, mostraram-se resistentes aos efeitos inflamatérios do
soro artritogénico de animais K/BxN. Interessantemente, a deplecdo dos
neutréfilos 5 dias apds a transferéncia do soro reverteu a reacao inflamatoria
das articulagdes (WIPKE e ALLEN, 2001). Estes resultados demonstram o
papel fundamental dos neutréfilos na iniciacdo e manutencdo do processo
inflamatdrio nas articulacdes.

Como descrito anteriormente, as citocinas e quimiocinas participam do
recrutamento de neutrdfilos em varias condigcdes inflamatdrias, como também
na artrite reumatéide (HARRIS, 1990; KOCH et al., 1991). A importancia das
citocinas e quimiocinas na fisiopatologia da artrite reumatoide foi demonstrada
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tanto em humanos quanto em modelos animais (FELDMANN et al., 1996). De
fato, varios desses mediadores tém sido encontrados no liquido sinovial de
pacientes com artrite, como o TNF-a, a IL-1p e a CXCL8 (FONTANA et al.,
1982; DI GIOVINE et al., 1988; BRENNAN et al., 1990). Além disto, modelos
experimentais de artrite, como por exemplo a artrite induzida por colageno,
podem ser efetivamente tratados com anticorpos monoclonais contra o TNFa
ou com antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) apresentando uma melhora na
doenga bem como uma menor incidéncia (THORBECKE et al., 1992; PIGUET
et al., 1992; WOOLEY et al., 1993).

Com relagao as quimiocinas, foi demonstrado, utilizando-se o modelo de
AlA, que o tratamento com um antagonista ndo peptidico do receptor CXCR2,
efetivamente reduz a migragao de neutréfilos, o que se correlaciona muito bem
com uma diminui¢do das lesées observadas (PODOLIN et al., 2002). De modo
semelhante, o tratamento com anticorpo contra CXCL5 antes do
estabelecimento da AlA leva a uma diminui¢cdo da severidade da inflamacao do
joelho, mostrando a participagdo da quimiocina CXCL5, ligante do receptor
CXCR2, na progressao da artrite (HALLORAN et al., 1999). Outro grupo de
pesquisadores relatou que a quimiocina CXCL1 também apresenta um
importante papel na migragdo de neutrofilos para a articulagdo em pacientes
com artrite reumatdide, sendo que a CXCL1 é responsavel por 28% da
atividade quimiotaxica para neutrofilos enquanto que a agdo combinada de
CXCL1, CXCL5 e CXCLS8 é responsavel por 50% da atividade quimiotaxica no
fluido sinovial (KOCH et al., 1995).

Além das quimiocinas, é descrito que o LTB4 provoca ativagao
neutrofilica e esta envolvido na artrite reumatéide (DADVIDSON et al., 1983;
FORD-HUTCHINSON, 1990). Um recente estudo utilizando o modelo de artrite
induzida por colageno, evidenciou que a IL-18 ativa a produgdo de TNF-a, o
qual induz a sintese de LTB4, que por sua vez atrai neutrofilos para o sitio
inflamatorio, onde estes podem contribuir para a resposta inflamatéria aguda e
cronica (CANETTI et al., 2003).

Embora, varios mediadores inflamatdrios participem no recrutamento de
neutréfilos para a cavidade articular, os mecanismos pelos quais estes
mediadores induzem migracdo neutrofilica na artrite reumatdide ndo estdo
totalmente entendidos.



2. OBJETIVOS
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Objetivos da Pesquisa

Como relatado anteriormente, o0s mediadores inflamatérios sao
essenciais no recrutamento de neutrofilos para o local inflamatério. Apesar
destes mediadores estarem envolvidos em doengas inflamatérias de origem
imune, como por exemplo, na artrite reumatoide, os mecanismos pelos quais
estes induzem migracdo neutrofilica ndo estdo totalmente elucidados. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivo investigar os mediadores, bem
como 0s mecanismos envolvidos na migracao de neutrofilos para a cavidade

articular em modelo de artrite reumatoide experimental.

Objetivos Especificos:

1. Caracterizar o perfil dose e tempo-resposta da migracdo de neutrofilos

para a cavidade articular no modelo de artrite induzida por mBSA;

2. Investigar a participagdo das quimiocinas CXC (CXCL1 e CXCL5), dos
mediadores lipidicos (LTB4 e PAF) e da citocina TNF-a no recrutamento

de neutrofilos induzido por mBSA em camundongos imunizados;

3. Avaliar o potencial de cada um dos mediadores inflamatérios envolvidos
neste modelo em induzir migracao de neutréfilos, quando administrados

separadamente;

4. Investigar uma possivel sequéncia na liberacdo destes mediadores
envolvidos na migragéo de neutrofilos para a cavidade articular no modelo

de artrite experimental induzido por mBSA.



3. MATERIAIS E
METODOS
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3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c, machos e fémeas, pesando entre
18-22 g. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes de temperatura (22-25°C),
sem restricdo hidrica ou dietética (ad libitum) e ciclo claro/escuro controlados.
Os experimentos foram conduzidos de acordo com o comité de ética para
animais de experimentagdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de Sao Paulo.

3.2 — Drogas, LTB4, quimiocinas e anticorpos

Drogas, LTB4, quimiocinas e anticorpos Veiculo

— Albumina bovina sérica metilada (mBSA) | Adjuvante de Freud (FA)
(Sigma, St Louis, MO, EUA)

- MK 886 Carboximetilcelulose 0,1%
(Calbiochem, Canadd)

— BN 50730 Salina 0,9%
(Sigma, St Louis, MO, EUA)

— Talidomida Salina 0,9%

(Champion Farmoquimico, Brasil)

— Antagonista dos receptores CXCR1 e Salina 0,9%
CXCR2 para quimiocinas (repertaxina)
(Dompe Pharmaceuticals, L’Aquila, Italia)

— LTB4 Salina 0,9%
(Cayman, Michigan, EUA)
- CXCL1 Salina 0,9%

(Peprotech, México)

— CXCL5 Salina 0,9%

(Peprotech, México)

— Anticorpo anti-CXCL1 murino Salina 0,9%

(Peprotech, México)

— Anticorpo anti-CXCL5 murino Salina 0,9%

(Peprotech, México)
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3.3 — Procedimento de Imunizagdo e desafio com mBSA - (Modelo de
artrite induzida por antigeno)

Camundongos Balb/c foram imunizados, através de injecdo subcutanea
(s.c.), com uma emulsdo contendo 200 uL de volumes iguais de PBS e
adjuvante completo de Freud (CFA), na qual estava dissolvida 500 ug de
MBSA. No 7° e 14° dia apds a primeira imunizacédo foram administrados (s.c.)
reforcos da emulsdo com adjuvante incompleto de Freud (IFA). Os animais
falso-imunizados receberam o mesmo tratamento aplicado aos demais, porém
sem a administragdo de mBSA. No 21° dia, os animais imunizados foram
desafiados com mBSA (10 ug/cavidade) através de injecdo intra-articular

(articulacao fémur-tibial).

3.4 — Migracéo de neutrofilos para a cavidade articular induzida por mBSA

Para a avaliacdo da migracdo de neutrdfilos, os camundongos foram
sacrificados 24 horas apos o desafio com mBSA e realizado o lavado intra-
articular (2x) com 5 ul de PBS contendo EDTA (1 mM). Este lavado foi diluido
em 90 uL de PBS/EDTA e a partir deste, realizadas a contagem total e

diferencial dos leucocitos.

3.4.1 — Contagem total dos leucocitos

Aliquotas de 10 uL do lavado articular foram diluidas em liquido de Turk,
na proporcdo de 1:2, sendo a contagem total dos leucécitos realizada em
camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio 6ptico (aumento de 100x) e

contador manual e expressa como niimero de células x 10%/cavidade articular.
3.4.2 — Contagem diferencial dos leucécitos
As laminas para contagem diferencial foram preparadas por

citocentrifugacdo de uma aliquota do lavado intra-articular (citospin; Shandon
Lipshaw Inc, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) e coradas pelo corante panético
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rapido (LaborClin; Produtos para Laboratério Ltda, Pinhais, PR, Brasil). As
células foram examinadas em microscépio Optico através da objetiva de
imersdo em Oleo (aumento de 1000 x), sendo contadas 100 células por lamina,
diferenciando-se quatro tipos celulares: neutrdfilos, eosinéfilos, mononucleares
e mastécitos. A quantificacdo de cada tipo celular presente na cavidade
articular foi calculada pela percentagem dessas células contadas nos
esfregacos e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os

resultados foram expressos como niimero de neutréfilos x 10%/cavidade.

3.5 — Técnica histologica

A regido da articulagdo fémur-tibial foi isolada e imersa em formol
tamponado a 10%, para fixacdo durante 24 horas. Em seguida os tecidos foram
descalcificados em &cido tri-cloroacético (10%) por aproximadamente 18 horas.
Esses tecidos foram entdo desidratados e incluidos em blocos de parafina.
Cortes de 6 um de espessura foram dispostos em lamina de microscopia. As
laminas foram coradas segundo a técnica de coloracdo com Hematoxilina e
Eosina. Os cortes foram analisados em microscépio (Nikon, Japdo) com
aumento de 50x e 1000x, as imagens foram captadas por camera digital
(Coolpix 4500, Roper Scientific, Japdo) armazenadas em computador e

editadas utilizando o software Adobe Photo Shop 9.0.

3.6 — Dosagens de quimiocinas e LTBy4

Os camundongos foram sacrificados 3 ou 12 horas apds o desafio para
a quantificacdo das quimiocinas (CXCL1 e CXCL5) e de LTB4. Para tal, foi
realizado o lavado articular e centrifugado por 10 minutos a 180g. As dosagens
de CXCL1 e de CXCL5 foram determinadas através do método
imunoenzimético ligado a enzima (ELISA) e de LTB, através do método
imunoenzimatico (EIA) descritos a seguir:

Placas de microtitulagdo (96 pocgos) foram recobertas com 50 ulL/ poco
do anticorpo especifico anti-CXCL1 (2 pg/mL) ou anti-CXCL5 (1 pg/mL). Estes

anticorpos foram diluidos em solucdo de ligagdo (binding buffer) pH 9.0 e
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incubados por 18-24 horas a 4°C. Apds este periodo, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS/Tween-20 (0.05% Sigma) e incubadas por 2 horas em
temperatura ambiente com 100 puL de uma solucéo a 1% de albumina bovina
no intuito de evitar ligagbes ndo especificas. Em seguida, as amostras e o
padrdo (curva padrao) contendo as quimiocinas CXCL1 e CXCL5 em varias
diluicdes foram adicionados nas placas (50 uL) e incubados por 18-24 horas a
4°C. Ap6s esse periodo, as placas foram novamente lavadas e incubadas com
50 uL dos anticorpos policlonais biotinilados especificos para CXCL1
(0,2ug/mL) e para CXCL5 (0,1pg/mL) por 1h em temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e o conjugado avidina-HRP diluida 1:5000 foi adicionado
para cada pogo e as placas incubadas por 30 minutos. As placas foram lavadas
e 50 pL do substrato dihidrocloreto de 1,2-fenilenodiamina (OPD, sol 0,4 mg
OPD - 0,4 puL H,0, — 1mL tampao) foi adicionado. Apds 15 min, a reacao foi
interrompida com 50 pL de H,SO,4 (1 M) e a densidade Optica (DO) medida a
490 nm em espectrofotometro (Spectra Max-250, Molecular Devices). Os
resultados foram expressos em pg/ mL de CXCL1 ou CXCL5, baseando-se na
curva padréo para cada quimiocina.

A concentracdo de LTB4 nas amostras foi determinada através do uso
de um LTB, EIA kit (Cayman Chemical) de acordo com as normas do
manufaturador. Brevemente, placa de microtitulagéo pré-coberta com anticorpo
monoclonal anti-LTB, foi adicionada com LTB,; recombinante murino em
diluicbes seriadas (curva-padrdo; base 2) ou com as amostras. Logo apés, em
todos os pogos foram adicionados a enzima LTBs-acetilcolinesterase e o
anticorpo anti- LTB,4 e a placa foi incubada “overnight” a temperatura ambiente.
Apés incubacéo, a placa foi lavada e cada poco foi adicionado com 200 uL do
reagente de Ellman (contendo substrato para a acetilcolinesterase) e a placa foi
incubada durante 90 min para o desenvolvimento de cor. Apés 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 (pg/mL), baseando-se na curva padrao.
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3.7 — Protocolos Experimentais

Efeito da repertaxina, anticorpos anti-CXCL1 e anti-CXCL5, talidomida e
soro anti-TNFa sobre o recrutamento de neutrofilos induzido por mBSA

em camundongos imunizados

Os animais imunizados foram pré-tratados s.c. com o veiculo (0,2 mL;
PBS), ou com repertaxina, antagonista dos receptores CXCR1 e CXCR2, na
dose de 30 mg/Kg, 30 minutos antes ou 8 horas apés o desafio com mBSA ou
com talidomida, inibidor da sintese de TNF-a, na dose de 50 mg/kg, 1 hora
antes ou 8 horas ap6s o desafio com mBSA. Os anticorpos anti-CXCL1 (i.a.;
250 ng/cavidade) ou anti-CXCL5 (i.a.; 250 ng/cavidade) ou o soro anti-TNFa
foram administrados concomitantemente com a mBSA. O lavado articular foi
coletado 24 horas apo0s o desafio com a mBSA (i.a.; 10 pg/cavidade; 10 uL).
Em seguida, a migracdo dos neutrofilos foi determinada nas amostras do
lavado, sendo também avaliada em camundongos nao-imunizados (NI) e
desafiados com mBSA e, em camundongos imunizados e desafiados com PBS

(controle; 10 uL).

Efeito do MK 886 e BN 50730 sobre a migracéo de neutréfilos a cavidade

articular em animais imunizados e desafiados com mBSA

Os animais imunizados foram pré-tratados v.0. com o veiculo (0,1 mL de
PBS; v.0.), ou com MK 886, droga inibidora da proteina acopladora FLAP e por
conseguinte da sintese de leucotrienos, na dose de 1 mg/kg, 1 h antes do
desafio. Outro grupo de animais imunizados foram tratados s.c., 30 min antes e
8 h apdés o desafio, com BN 50730, antagonista do receptor de PAF. A
migracdo de neutdfilos foi avaliada 24 horas apds o desafio com mBSA (i.a.; 10
ug/cavidade; 10 ulL), sendo também avaliada em camundongos n&o-
imunizados (NI) e desafiados com mBSA e em camundongos imunizados e

desafiados com PBS (controle; 10 ulL).
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Migracdo de neutrofilos para a cavidade articular induzida por CXCL1,
CXCL5 e por LTB,

Os animais foram injetados i.a. com PBS (controle), ou com a quimiocina
CXCL1 (1 e 10 ng/cavidade), ou com a CXCL5 (1 e 10 ng/cavidade), ou com o
LTB4 (5 ou 50 ng/cavidade). A migracdo dos neutrofilos foi determinada 6 h

apos a administracao dos estimulos inflamatérios.

Efeito da repertaxina sobre os niveis de LTB4 presente no exudato

articular de camundongos imunizados e desafiados com mBSA

Para a dosagem de LTB4, 0os camundongos imunizados foram pré-
tratados s.c. com o veiculo (0,2 mL; PBS), ou com repertaxina, antagonista dos
receptores CXCR1 e CXCR2, na dose de 30 mg/Kg, 30 minutos antes do
desafio com mBSA. Os animais ndo-imunizados foram injetados i.a. com mBSA
e animais imunizados foram desafiados com PBS (i.a.; 10 uL; grupo controle).
O lavado articular foi coletado 3 horas apés a administracdo dos estimulos. Em
seguida, amostras do lavado foram centrifugadas a 180 g por 10 minutos, para

a realizacao do EIA.

Efeito do MK 886 sobre o recrutamento de neutrofilos para a cavidade
articular induzida por CXCL1 ou por CXCL5

Os camundongos foram pré-tratados v.0. com o veiculo (0,1 mL de PBS;
v.0.), ou com MK 886, droga inibidora da proteina acopladora FLAP e por
conseguinte da sintese de leucotrienos, na dose de 1 mg/kg, 1 h antes da
administracdo i.a. das quimiocinas. A migracdo de neutrofilos foi avaliada 6
horas apds a administracdo i.a. de CXCL1 ou de CXCL5, na dose de 10
ng/cavidade, sendo também avaliada em animais do grupo controle (injetados
i.a. com 10 uL de PBS).
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Efeito da repertaxina sobre a migragcao de neutrofilos a cavidade articular
induzida por LTB4

Os animais imunizados foram pré-tratados s.c. com o veiculo (0,2 mL;
PBS), ou com repertaxina, antagonista dos receptores CXCR1 e CXCR2, na
dose de 30 mg/Kg, 30 minutos antes da administracdo de LTB,4. A migracao de
neutrofilos foi avaliada 6 horas ap6s a administracdo i.a. de LTB4, na dose de
50 ng/cavidade, sendo também avaliada em animais do grupo controle
(injetados i.a. com 10 pL de PBS).

3.8 — Andlise estatistica dos resultados

Nos casos de diferentes tratamentos, o teste de andlise de variancia
(ANOVA) foi utilizado para comparar as alteragdes entre eles. Em todos os
casos, comparacoes individuais foram testadas com teste t de Bonferroni
(comparacbes mudltiplas) ou teste t de Student (comparacdo entre duas
amostras) para amostras ndo pareadas. O numero (n) de animais por grupo
experimental esta descrito nas figuras. Os resultados foram expressos como
média = erro padrdao da média (E.P.M.) e as diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes para valores de P<0.05.

3.9 — Preparo de solugdes e reagentes

Solucéo de Tampéo Salina-fosfato (PBS):

Cloreto de SOdio (NaCI, MEICK).........uuviiiiiiiiiiiieee et 8,049
Cloreto de Potassio (KCI, MErcK)........cooviiiiiieiiiiiiiee e 0,29
Fosfato de Sédio dibasico (NazHPO4, Merck)..........cooovvviiiiiiiiiiiiicecee e 1,159
Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO4, Merck)..........ooovvvvviiiiiiiiiieeennnn. 0,29
Agua deionizada Milli-Q G.S.Puvecueeveieeieeeeeeeeeee et 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCl e a solucdo autoclavada e
estocada em garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizada.
PBS/EDTA (1mM)



Liquido de Turk

Acido acético glacial P.A. (MEICK) ........coviiieeieeeeee e 20 mL
Azul de metileno (MErCK)........ooouiiiiiiiiiiii e 0,59
AGUA Milli=Q 0.5, P veeveereeeecte et eee e ete et te et et e eteete et eeeesteate e e eneeeee e 1L

Corante Pandtico Rapido (LaborClin)

Panotico rapido n° 1: solucéo de triariimetano a 0,1%.
Pandtico rapido n° 2: solucao de xantenos a 0,1%.
Pandtico rapido n° 3: solucao de tiazinas a 0,1%.

Tampdes utilizados para o ensaio de ELISA

Solucéao de ligacao (binding buffer) pH 9.0
AN F= T @ (1, =T (o) ) 0.1M

Tampéo substrato pH 5.0

ACIO CItrICO (METCTK).....eueeeeeeeceeceeeeee ettt 34.7mM
N F= B @ (1, = (o1 ) T 66.7 mM
Substrato

OPD (SIOIMA). 111ttt ettt e e e e e e e e e e e e e s e e e 0.4 mg
H2O2 (MEFCK)....eiiiiie e 0.4uL

TAMPEO SUDSIIATO .S P uerrrrreeeiiiiiiieiiee e e e e e e e e e e e e 1mL



4. RESULTADOS
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4.1 — Modelo de artrite reumatéide induzida por mBSA

Animais imunizados e desafiados com mBSA (1, 3 ou 10 ug/cavidade)
apresentaram um significativo aumento no nimero de neutréfilos presentes na
cavidade articular de maneira dose e tempo-dependente (Figura 1). Como
demonstrado na Figura 1A, quando comparado com 0s animais imunizados e
desafiados com PBS (controle), observamos que a administracdo (i.a.) de
MBSA nas doses de 3 e 10 pug/cavidade induziram um recrutamento
significativo de neutrofilos para a cavidade articular em animais imunizados,
sendo a migracao induzida na dose de 10 ug superior a induzida pela dose de
3 ug. Demonstramos também que a administracdo de mBSA (i.a.) em animais
nao-imunizados ndo foi capaz de promover uma significativa migracdo de
neutréfilos (Figura 1A). Ademais, nos animais imunizados e desafiados com
mBSA (i.a.; 10 ug/cavidade) houve um acentuado acumulo de neutrofilos na 62
e 122 hs, com pico na 242 h, tendo um declinio na 482 h e voltando aos niveis
basais na 962 h ap6s o desafio (Figura 1B). As caracteristicas histolégicas
mostraram que, 24 h apdés o desafio com mBSA, a articulacdo do joelho
afetada exibiu proeminente recrutamento de neutréfilos (Figura 1D), quando
comparado com a articulagdo de camundongos imunizados com PBS (Figura
10).

A eficacia do protocolo de imunizacdo com mBSA e adjuvante de Freund
foi verificada através da titulacdo de IgG anti-mBSA presente no soro dos
animais utilizados. Desta maneira, verificamos que camundongos imunizados
apresentaram quantidades elevadas do anticorpo em todas as diluicdes
realizadas (Tabela 1). Em contrapartida, a titulagdo do soro obtido de animais

nao-imunizados apresentou baixa concentracao de IgG anti-mBSA (Tabela 1).
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Tabela 1. Titulagdo de IgG a-mBSA do soro de camundongos ndo-

imunizados ou imunizados com mMBSA

Diluicio Animais nao-imunizados Animais imunizados
102 0,240 + 0,104 0,756 + 0,018
10° 0,219 + 0,091 0,748 + 0,036
10* 0,161 + 0,022 0,734 + 0,009
10° 0,104 + 0,016 0,733 + 0,013
10° 0,090 + 0,017 0,675 + 0,037

Os resultados estdo expressos como média + EPM e sdo representativos de dois
diferentes experimentos (n=5) * P<0,05 quando comparado ao grupo nao-imunizado
(Teste t de Student).
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4.2 — Participacdo de quimiocinas CXC na migracao de neutrofilos para a

cavidade articular no modelo de artrite induzida por mBSA

Com o intuito de avaliar o envolvimento de quimiocinas CXC e TNF-a ha
migracdo de neutréfilos induzida por mBSA em animais imunizados,
submetemos os animais imunizados, 30 min antes e 8 h apds o desafio, ao
tratamento com repertaxina (30 mg/Kg; s.c.), antagonista do receptor CXCR2, e
observamos que houve uma significante reducdo na migracdo de neutréfilos,
24 horas ap6s o desafio com mBSA (i.a.; 10 ug/cavidade; Figura 2). Ainda, a
administracdo concomitante do anticorpo anti-CXCL1 (i.a.; 250 ng/cavidade) ou
do anticorpo anti-CXCL5 (i.a.; 250 ng/cavidade) com a mBSA (i.a.; 10
ug/cavidade) também reduziu significativamente o recrutamento de neutrofilos
para a cavidade articular (Figura 2). Entretanto, os animais imunizados pré-
tratados 1 h antes e 8 h apds o desafio com talidomida (50 mg/kg; s.c.), inibidor
da sintese de TNF-a, ou administrado soro anti-TNFa junto com a mBSA, néo
apresentaram diminuicdo do recrutamento neutrofilico (Figura 2), indicando
que o TNF-a, diferentemente das quimiocinas CXC, ndo esta envolvido nesta
migracdo de neutrdfilos induzida por mBSA em animais imunizados. Ademais,
a talidomida quando administrada nesta mesma dose € capaz de inibir a
migracdo de neutrofilos induzida por LPS. Confirmando resultados anteriores, a
administracdo i.a de PBS ou mBSA.; (10 ng/cavidade) em animais imunizados
ou em animais nao-imunizados, respectivamente, ndo foram capazes de induzir
uma significativa migracdo de neutrdfilos (Figura 2).

Uma vez observado que o bloqueio do receptor CXCR2 e que os
anticorpos anti-CXCL1 e anti-CXCL5 modulam negativamente a migracao de
neutréfilos nos animais imunizados e desafiados com mBSA, investigamos se
0s niveis das quimiocinas CXC (CXCL1 e CXCL5) estariam aumentados nos
exsudatos articulares obtidos destes animais. Nossos resultados demonstram
um aumento significativo na concentracdo de CXCL1 presente no exsudato
articular coletado 3 e 12 h apds o desafio com mBSA (i.a.; 10 ug/cavidade) em
animais imunizados em relacdo aos animais imunizados e desafiados com PBS
(Figura 3A). Com relacdo a concentracdo de CXCL5, observamos um aumento
significativo nos niveis de CXCL5 coletado 3 h apds o desafio com mBSA (i.a.;
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10 pg/cavidade) em animais imunizados em relacdo aos animais imunizados e
desafiados com PBS, entretanto, 12 h apds o desafio, ndo foi observado
diferenca significativa na concentracdo de CXCL5 entre os dois grupos (Figura
3B).

Considerando estes resultados, testamos a hip6tese da capacidade de
inducdo da migracdo de neutrdfilos promovida pelo CXCL1 e pelo CXCL5.
Deste modo, a administracao (i.a.) de CXCL1 (Figura 4A) e de CXCL5 (Figura
4B), na dose de 10 ng/cavidade induziram uma significativa migracdo de
neutréfilos em camundongos Balb/c 6 h apds o estimulo.

Estes resultados em conjunto, sugerem o envolvimento das quimiocinas
ligantes do receptor CXCR2, CXCL1 e CXCL5, no recrutamento de neutroéfilos

induzido por mBSA em camundongos imunizados.
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Figura 2. Repertaxina, anticorpos anti-CXCL1 e anti-CXCL5 reduzem a
migracdo de neutrofilos induzida por mBSA em animais imunizados.
Os animais foram pré-tratados 30 min antes ou 8 h depois do desafio com
PBS (veiculo; V), repertaxina (RPTX; 30 mg/Kg.; s.c.) ou 1 h antes e 8 h
depois com PBS (veiculo; V), talidomida (Tali; 50 mg/Kg; s.c.) e desafiados
i.a. com mBSA (10 ug/cavidade). Os anticorpos anti-CXCL1 (a-CXCL1; i.a.;
250 ng/cavidade) ou anti-CXCL5 (a-CXCL5; i.a.; 250 ng/cavidade) ou o
soro anti-TNF-a (a-TNFa) ou seus respectivos controles, anticorpo anti-IgG
e soro controle, foram administrados juntos com a mBSA (i.a.; 10
ug/cavidade). A migracdo de neutrofilos foi avaliada 24 h apds o desafio,
sendo também avaliada em camundongos nao-imunizados (NI) e
desafiados com mBSA e em camundongos imunizados e desafiados com
PBS (controle). Os resultados estao expressos como média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle. #P<0,05 quando
comparado aos animais imunizados e desafiados com mBSA (“One-way

ANOVA” com correcao de Bonferroni).
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Figura 3. Concentracboes de CXCL1 e CXCL5 nos exsudatos articulares de

camundongos imunizados e desafiados com mBSA. As concentracdes de CXCL1 (A) e
CXCL5 (B) foram determinadas 3 e 12 h apés o desafio com PBS (controle) ou mBSA (10

ug/cavidade) em camundongos imunizados (IM). As concentracdes de CXCL1 e de CXCL5

também foram determinadas em camundongos ndo-imunizados (NI) e desafiados com
EPM (n=3). *P<0,05 quando

comparado aos animais controle (“One-way ANOVA” com correcao de Bonferroni).

MBSA. Os resultados estdo expressos como media
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Figura 4. CXCL1 e CXCL5 induzem migracdo de neutrofilos para a cavidade articular.
As barras representam o numero de neutréfilos coletados das cavidades articulares de
camundongos Balb/c desafiados 6 h antes com PBS, CXCL1 (A; 1 ou 10 ng/cavidade) ou
CXCL5 (B; 1 ou 10 ng/cavidade). Os resultados estdo expressos como média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle (“One-way ANOVA” com correcdo de

Bonferroni).
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4.3 — Participacdo de LTB4 na migracdo de neutrofilos para a cavidade

articular no modelo de artrite induzida por mBSA

Nosso préximo passo foi investigar o envolvimento do LTB, e do PAF
sobre o influxo de neutréfilos induzido por mBSA em animais imunizados.
Como mostra a Figura 5, o pré-tratamento dos animais imunizados com MK
886 (1 mg/kg; v.o.; 1 h antes do desafio), droga inibidora da proteina ativadora
da 5-lipoxigenase (FLAP) e por conseguinte da sintese de leucotrienos,
promoveu uma inibigcdo significativa no recrutamento neutrofilico 24 h ap6s o
desafio com mBSA (i.a.; 10 ug/cavidade; Figura 5). Porém, os animais
imunizados pré-tratados 30 min antes e 8 h apos o desafio com BN 50730 (BN,
s.c., 10 mg/Kg), antagonista do receptor de PAF, ndo apresentaram diminuicao
do recrutamento neutrofilico (Figura 5), excluindo a participacdo do PAF na
migracdo de neutrofilos induzida por mBSA em animais imunizados.
Corroborando a participacéo do leucotrieno na migragéo de neutrofilos induzida
por mBSA, a Figura 6 mostra que animais deficientes para a enzima 5-
lipoxigenase (5-LO™) imunizados apresentaram uma reduc&o na migracdo de
neutrofilos apds o desafio com mBSA (i.a.; 10 pg/cavidade), quando
comparados com seu controle (WT; 129 sv). Observamos também que a
administragcao i.a de PBS ou mBSA.; (10 pg/cavidade) em animais imunizados
Oou em animais nao-imunizados, respectivamente, ndo foram capazes de induzir
uma significativa migracdo de neutrdfilos (Figura 6).

Conforme mostra a Figura 7, houve um aumento significativo na
concentracdo de LTB,4 presente no exsudato articular coletado 3 e 12 h ap6s o
desafio com mBSA (i.a.; 10 pg/cavidade) em animais imunizados em relacéo
aos animais imunizados e desafiados com PBS. Também foi observado que
animais nao-imunizados apresentaram baixa concentracdo de LTB4; nos
tempos indicados. A partir do achado de que a migracdo de neutrofilos apoés
imunizacdo e desafio com mBSA é mediada por LTB4, verificamos se a
administracdo do LTB, também é capaz de induzir migracdo de neutrdéfilos de
maneira semelhante ao observado em animais imunizados com mBSA. Deste

modo, a administracao de LTBy (i.a.; 50 ng/cavidade) induziu uma significativa
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migracdo de neutrofilos em camundongos Balb/c 6 h ap6s o estimulo (Figura
8).

Estes resultados em conjunto, mostram a participacdo do LTB4; no
recrutamento de neutréfilos promovido pela administragdo de mBSA em

camundongos imunizados.
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Figura 5. A migracdo de neutréfilos induzida por mBSA em animais
imunizados é reduzida pelo pré-tratamento com MK 886. Camundongos
imunizados (IM) foram pré-tratados 1 h antes com PBS, MK 886 (MK; 1
mg/Kg; v.0.) ou 30 min antes e 8 h ap6s o desafio com BN 50730 (BN; 10
mg/Kg; s.c.), desafiados i.a. com mBSA (10 ug/cavidade) e a migracdo de
neutréfilos foi avaliada 24 h apos o desafio. A migracao de neutréfilos
também foi avaliada em camundongos IM e desafiados com PBS e em
camundongos néo-imunizados (NI) e desafiados com mMBSA (i.a.; 10
ug/cavidade). Os resultados estdo expressos como média + EPM (n=5).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle. #P<0,05 quando
comparado aos animais imunizados e desafiados com mBSA (“One-way

ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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Figura 6. A migracdo de neutrofilos induzida por mBSA é dependente
da sintese de leucotrieno em animais imunizados. As barras
representam o numero de neutrdfilos coletados 24 h apds o desafio i.a.
com mBSA (10 pg/cavidade) em camundongos selvagens (WT; 129 sv) ou
deficientes para a enzima 5-lipoxigenase (5-LO™) imunizados (IM) ou n&o-
imunizados (NI). A migracdo de neutréfilos também foi avaliada em
camundongos IM e injetados i.a. com PBS (controle). Os resultados estéo
expressos como média + EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos
animais controle. #P<0,05 quando comparado aos animais imunizados e

desafiados com mBSA (“One-way ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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Figura 7. Concentracédo de LTB4 no exsudato articular de camundongos
imunizados e desafiados com mBSA. A figura representa a concentragcao
de LTB, obtida do exsudato articular coletado 3 ou 12 h apés o desafio com
PBS ou mBSA (10 ng/cavidade) em camundongos imunizados (IM). A
concentracdo de LTB, também foi determinada em camundongos nao-
imunizados (NI) e desafiados com mBSA. Os resultados estdo expressos
como média + EPM (n=3). *P<0,05 quando comparado aos respectivos

animais controle (“One-way ANOVA” com correcéo de Bonferroni).
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Figura 8. LTB, induz migracao de neutréfilos para a cavidade articular.
As barras representam o numero de neutréfilos coletados das cavidades
articulares de camundongos Balb/c desafiados 6 h antes com PBS (i.a.) ou
LTBy4 (i.a.; 5 ou 50 ng/cavidade). Os resultados estdo expressos como média
+ EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle (“One-way

ANOVA” com correcdo de Bonferroni).
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4.4 — Quimiocinas CXC atuando via LTB; medeiam a migracdo de
neutrofilos para a cavidade articular no modelo de artrite induzida por
MmBSA

Com a finalidade de determinarmos se existe interdependéncia dos
mediadores inflamatorios envolvidos na migracdo de neutréfilos induzida por
mBSA (CXCL1, CXCL5 e LTB,), testamos primeiramente a hipotese da
liberacdo sequencial de quimiocinas CXC e LTB4. Conforme observado na
Figura 9, os animais imunizados pré-tratados 30 min antes com repertaxina (30
mg/Kg; s.c.), apresentaram uma significativa reducdo na concentracéo de LTBy,
presente no exsudato articular coletado 3 horas apds o desafio com mBSA
guando comparado com o0s niveis de LTB; em animais imunizados e
desafiados com PBS. A fim de confirmarmos a dependéncia de leucotrieno
para o recrutamento de neutrofilos induzido por CXCL1 e CXCL5, os animais
foram pré-tratados com MK 886 (MK; 1 mg/Kg; v.0.) e o0s resultados
apresentaram uma reducao na migracdo de neutrofilos avaliada 6 horas apos a
administracdo i.a. de CXCL1 (Figura 10A; 10 ng/cavidade) e de CXCL5
(Figura 10B; 10 ng/cavidade).

Conforme mostra a Figura 11, animais pré-tratados 30 min antes com
Repertaxina (RPTX, 30 mg/Kg; s.c.) ndo apresentaram uma reducdo na
migracdo de neutrdfilos avaliada 6 h apdés a administracdo i.a. de LTB, (50
ng/cavidade) quando comparados com 0s animais pré-tratados com PBS e
administrados LTB4, mostrando que a migracdo de LTB, ndo depende de
guimiocinas CXC.

Esses resultados sugerem que a migracdo de neutréfilos induzida por
MBSA em animais imunizados seja dependente da liberacdo das quimiocinas
CXCL1 e CXCL5 e sequencialmente de LTB,.
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Figura 9. Repertaxina reduz a concentracdo de LTB,; no exsudato
articular de camundongos imunizados e desafiados com mBSA.
Camundongos imunizados (IM) foram pré-tratados 30 min antes com PBS ou
com Repertaxina (RPTX; 30 mg/Kg.; s.c.), desafiados i.a. com mBSA (10
ug/cavidade) e a concentracao de LTB, foi determinada 3 h ap6s o desafio
com mBSA (10 pg/cavidade). A concentracdo de LTB,; também foi
determinada em camundongos IM e desafiados com PBS (controle) e em
camundongos nao-imunizados (NI) e desafiados com mBSA (i.a.; 10
ug/cavidade). Os resultados estdo expressos como média + EPM (n=3).
*P<0,05 quando comparado aos animais controle. #P<0,05 quando
comparado aos animais imunizados e desafiados com mBSA (“One-way

ANOVA” com correcéo de Bonferroni).
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Figura 10. Inibicdo da migracdo de neutréfilos induzida por CXCL1 e por CXCL5 em
animais preé-tratados com MK 886. As barras representam o numero de neutréfilos
coletados das cavidades articulares 6 h apés a admistragéo (i.a.) de PBS (controle), CXCL1
(A; 10 ng/cavidade) ou CXCL5 (B; 10 ng/cavidade) em animais pré-tratados 1 h antes com
PBS ou com MK 886 (MK; 1 mg/Kg; v.0.). Os resultados estdo expressos como média +
EPM (n=5). *P<0,05 quando comparado aos animais controle #P<0,05 quando comparado
aos animais desafiados com CXCL1 ou com CXCL5 (“One-way ANOVA” com correcao de

Bonferroni).
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Figura 11. Repertaxina ndo reduz o recrutamento de neutrofilos
induzido por LTB,. Camundongos Balb/c foram pré-tratados com PBS ou
com Repertaxina (RPTX, 30 mg/Kg; s.c.) e apds 30 min foi administrado
LTB, (i.a.; 50 ng/cavidade), sendo a migracao de neutrofilos avaliada 6 h
apos a administracdo do estimulo. A migracdo de neutrofilos também foi
avaliada em camundongos injetados com PBS (i.a.; controle). Os
resultados estdo expressos como média + EPM (n=5). *P<0,05 quando
comparado aos animais controle (“One-way ANOVA” com correcdo de

Bonferroni).
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Nos estagios iniciais de diversos processos inflamatérios, a célula
predominante e primeiramente recrutada ao foco inflamatério € o neutrofilo
(KUBES, 1993; ROSSI & HELLEWELL; 1994). A migracao dos neutréfilos das
vénulas poés-capilares até a é&rea lesada € um processo multimediado,
resultante da liberacdo por células residentes de fatores quimiotéticos, tais
como TNF-qa, IL-1-B, PAF, LTB,4 e diversas quimiocinas (MUNDER et al., 1993;
BINDER et al., 1999; LEE et al.,, 2002; STEBUT et al., 2003). A liberacao
destes fatores leva a um aumento nas interacfes entre os neutréfilos e as
células endoteliais com conseqlente recrutamento destes leucocitos. Este
leucdcito polimorfonuclear é responséavel pela liberagcdo de metabdlitos toxicos
do oxigénio, nitrogénio, proteases e Oxido nitrico, os quais, além de serem
essenciais para a defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores,
também podem causar danos ao proprio tecido do hospedeiro, adjacente ao
local inflamado. Neste sentido, a artrite reumatoide, uma doenca inflamatoria
de origem imune, é caracterizada pela presenca excessiva de neutrofilos no
fluido sinovial das articulacdes afetadas (HARRIS, 1990; FIRESTEIN, 2003),
sugerindo que parte do dano tecidual observado seja consequéncia da
liberacdo de substéncias tdxicas por neutréfilos emigrados (HAMPTON et al.,
1998). Ademais, durante recidivas da artrite reumatoéide ocorre um novo influxo
de neutrdfilos (EDWARDS e HALLET, 1997). O recrutamento de neutrofilos
para o fluido sinovial ocorre como resultado da producdo de mediadores
quimiotaxicos por macrofagos ativados, fibroblastos sinoviais e outras células
na articulacdo inflamada. Entretanto, devido ao fato de pouco se conhecer
sobre os mecanismos pelos quais os mediadores quimiotaxicos induzem o
recrutamento de neutrofilos da microcirculacdo para os tecidos peri-articulares,
o estudo destes é de fundamental importancia para uma melhor compreenséo
e possivel controle da ativacdo e/ou recrutamento neutrofilico observados na
artrite reumatéide humana.

No presente trabalho, utilizamos um modelo de artrite induzida por
antigeno (AlIA) com o objetivo de investigar a participacdo de quimiocinas CXC
(CXCL1 e CXCL5), de mediadores lipidicos (LTB4 e PAF) e da citocina TNF-a.
no recrutamento de neutrdfilos para a cavidade articular (articulagdo fémur-

tibial). O modelo de AIA, o qual utiliza mBSA como antigeno protéico e
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adjuvante completo de Freud, apresenta caracteristicas histopatolégicas
semelhantes as observadas na artrite reumatéide humana (COOKE e JASIN.,
1972).

Na fase inicial do trabalho observamos que o desafio i.a. com mBSA
induziu recrutamento de neutrofilos de forma dose e tempo dependentes em
camundongos imunizados, 0 que nao foi observado em animais nao-
imunizados. Observamos que a mMBSA induziu migracdo de neutréfilos
atingindo o pico na 242 h, voltando a valores basais na 962 h em animais
sensibilizados. Em outros modelos de inflamacdo imune, a administracdo do
antigeno protéico, OVA, também induz migracdo de neutrofilos em animais
previamente imunizados (SHARP e SMITH., 1979; KLEIN et al.,, 1995;
CANNETI et al., 2001).

Como descrito anteriormente, as quimiocinas podem participar da
adesao dos leucocitos ao endotélio, da transmigracéo destes para os tecidos
subjacentes, tdo bem como a ativacdo de suas funcfes efetoras (RANKIN et
al.,, 1990; FURIE e RANDOLPH, 1995; MOSER e WILLIMANN, 2004). As
quimiocinas pertencentes a classe CXC-ELR" sdo as quimiocinas descritas
como principais envolvidas no recrutamento de neutrofilos para o tecido
inflamado (BACON e OPPENHEIM, 1998; KOCH et al., 1995; ROLLINS et al.,
1997) e podem se ligar a dois subtipos de receptores, CXCR1 e CXCR2.
Embora existam evidéncias que camundongos expressem somente o receptor
CXCR2, recentes resultados demonstram que o receptor CXCR1 também é
expresso nestes animais (FU et al., 2005, MOEPPS et al., 2006). Desta forma,
nosso préximo passo foi investigar a participacdo desta classe de quimiocinas
na migracao de neutrofilos observada no modelo de artrite induzida por mBSA.
Observamos que a repertaxina, droga antagonista dos receptores CXCR1 e
CXCR2, reduziu significativamente a migracdo de neutréfilos para a cavidade
articular apos a administragdo de mBSA. Neste contexto, a repertaxina tem sido
testada para reduzir a ativacao e recrutamento de neutréfilos (BERTINI et al.,
2004).

Dentre as quimiocinas CXC ligantes dos receptores CXCR1 e CXCR2,
encontram-se as quimiocinas CXCL1 e CXCL5, entre outras, descritas como
quimioatraentes para neutréfilos (KOCH et al., 1994; KNOTT et al., 2001).
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Deste modo, investigamos a participacao das quimiocinas CXCL1 e CXCL5 na
migracdo de neutrdéfilos induzida por mBSA em animais imunizados. NOsSsos
resultados demonstraram que a administragdo concomitante dos anticorpos
anti-CXCL1 ou anti-CXCL5 e mBSA, inibiram significativamente o acumulo de
neutrofilos na cavidade articular em camundongos imunizados, sugerindo a
participacdo destas quimiocinas CXC neste modelo. Ademais, observamos um
aumento nas concentracdes dessas quimiocinas na cavidade articular em
animais imunizados e desafiados com mBSA quando comparado com 0s niveis
destes mediadores em animais ndo-imunizados e desafiados com o antigeno
ou em animais imunizados e desafiados com PBS. Ainda, a administracéo
intra-articular das quimiocinas CXCL1 e CXCL5 induziu uma elevada migracao
de neutréfilos, como observado com a administragcdo de mBSA em animais
imunizados. Corroborando 0s nossos resultados, estudos anteriores
demonstraram que as quimiocinas CXCL1 e CXCL5 participam na modulacéo
do recrutamento de neutréfilos apos desafio antigénico (KOCH et al., 1994;
KNOTT et al., 2001).

Com relagdo a quimiocina CXCL5, COLLETI et al., (1995) demostraram
a participacao desta quimiocina no recrutamento de neutroéfilos para o pulméo
utilizando o modelo de injaria por reperfusdo e isquemia hepatica. Além disto,
outro estudo demonstrou a importancia da quimiocina CXCL5 na progressao da
artrite, uma vez que o tratamento com o anticorpo anti-CXCL5 antes do
estabelecimento da artrite, resulta em um decréscimo na severidadde da
inflamacdo observada na articulacdo do joelho (HALLORAN et al., 1999).
Dados previamente publicados, sugerem que o0 aumento da expressdo da
quimiocina CXCL1 contribui significativamente para a migracdo e consequente
acumulo de neutrdfilos na articulacdo inflamada de pacientes com artrite
reumatéide (KOCH et al., 1995). Outro estudo, utilizando o modelo de artrite
experimental induzida por cristal de urato em coelhos, mostra que esta
guimiocina contribui para o influxo de neutréfilos neste modelo (FUJIWARA et
al., 2002).

Outro importante mediador inflamatério pesquisado foi o TNF-a, uma

vez que diversos estudos demonstram que tanto a artrite experimental, como a
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artrite  reumatoide humana podem ser tratadas com terapias anti-TNFa
(PIGUET etal, 1992; SIDDIQUI e SCOTT, 2005). Para isto, tratamos os
animais imunizados com talidomida e verificamos o seu efeito nha migracdo de
neutréfilos induzida por mBSA. Estudos clinicos relatam que a talidomida
possui efeito modulatério do sistema imune e propriedades anti-angiogénicas
(CALDERON et al., 1997; YASUI et al., 2005). A talidomida também tem sido
descrita com atividade anti-inflamatéria, a qual estd associada com a
diminuicdo da expressao de citocinas, 0 que resulta da supressao da ativacéo
do fator nuclear NF-xB (KEIFER et al., 2001). Outros estudos também
demonstram que a talidomida inibe a producdo de TNF-a e de IL-12 induzida
por LPS, sugerindo que este efeito seja devido a inibicAo do fator de
transcricdo nuclear NF-xB (TAVARES et al., 1997; CORRAL et al., 1999). No
entanto, em nosso estudo, os animais imunizados tratados com talidomida
apresentaram um recrutamento neutrofilico para a cavidade articular similar ao
observado nos animais imunizados tratados com PBS e desafiados com
MBSA. Ademais, quando administrado soro anti-TNF-o. concomitante @ mBSA,
também nao houve uma inibicdo na migracdo de neutréfilos quando comparado
com animais que receberam soro-controle e mBSA. Em contraste com
resultados existentes na literatura, nossos dados sugerem que o TNF-a n&o
esteja envolvido neste modelo de artrite induzida por mBSA. Possivelmente,
essas divergéncias em relacdo aos resultados devem-se ao fato de que
importantes diferengcas podem existir entre varias espécies e em diferentes
modelos de inflamacéo. Além disso, tem sido observado na clinica que 30 %
dos pacientes tratados com terapia anti-TNF-o. ndo respondem ao tratamento
(SU et al.,, 2005), fortemente sugerindo que existe outros mecanismos
promovendo a inflamacao crbénica na artrite reumatoide.

Com o intuito de investigar o envolvimento dos mediadores lipidicos,
LTB4 e PAF, pré-tratamos os animais imunizados com MK 886 ou com BN
50730 e verificamos o seu efeito na migracdo de neutrofilos induzida por
mBSA. O MK 886 inibe a ativacdo da enzima 5-lipoxigenase e sua acao é bem
caracterizada por estudos “in vivo” e “in vitro” (GILLARD et al., 1989), sendo
gue seu mecanismo de agao envolve uma inibicao da ligacao da 5-lipoxigenase

citosOlica a proteina FLAP localizada na membrana plasmatica (SAMUELSON
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et al., 1991). O BN 50730 é descrito como um antagonista do receptor de PAF
(DYSON., 1990). Nossos resultados demonstraram que o tratamento com MK
886, porém ndo com BN 50730, reduziu significativamente o acumulo de
neutréfilos para a cavidade articular desencadeado pela administracdo do
antigeno, mostrando a participagédo do LTB, e ndo do PAF no recrutamento de
neutréfilos no modelo de artrite induzida por mBSA. Confirmando a participacao
do LTB4 no recrutamento de neutrofilos no nosso estudo, a administracao intra-
articular de mBSA em animais imunizados promoveu um aumento na
concentracdo de LTB, na cavidade articular, quando comparado com o nivel
deste mediador em animais nao-imunizados e desafiados com o antigeno ou
em animais imunizados e desafiados com PBS. Ademais, a administracéo
intra-articular de LTB4 induziu uma elevada migracdo de neutrofilos,
semelhantemente ao observado com a administragdo de mBSA em animais
imunizados. Corroborando nossos resultados, encontra-se relatado na literatura
que neutrofilos emigrados para a articulagdo participam do processo
inflamatorio dependentemente de LTB, (KOCH et al., 1994; CHEN et al., 2006).
Ademais, resultados anteriores do nosso laboratério mostraram o LTB, como
mediador final na migracdo de neutréfilos induzida por OVA em animais
imunizados (CANETTI et al., 2001).

Uma vez observado que as quimiocinas CXCL1 e CXCL5 e o LTB4
estdo envolvidos neste modelo, investigamos a existéncia de uma
interdependéncia entre estes mediadores quimiotaxicos na inducdo do
recrutamento de neutréfilos para a cavidade articular no modelo de AlA.
Observamos que, o tratamento dos animais com repertaxina, antagonista dos
receptores CXCR1 e CXCR2, promoveu uma significante reducdo na
concentracdo de LTB, obtida do exsudato articular induzido por mBSA, quando
comparado com os niveis de LTB, obtidos de animais ndo tratados e
desafiados com mBSA. Para dar sustentacdo a explicacdo de que as
guimiocinas sao importantes para a producdo de LTB,4 e consequente indugéo
do recrutamento de neutrdfilos para a cavidade articular em animais com AlA,
avaliamos a migracdo dos neutrofilos apos a injecdo intra-articular de CXCL1
ou CXCL5 em animais tratados com MK 886. Verificamos que, houve uma
inibicdo do recrutamento neutrofilico para a cavidade articular induzida por
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estas quimiocinas CXC em animais tratados com MK 886. Corroborando o
nosso achado da existéncia de uma via sequencial, resultados recentes obtidos
no nosso laboratério demonstraram que a quimiocina CXCL?2 interagindo com o
receptor CXCR2 induz a producdo de CCL3, a qual interage com o receptor
CCR1, induzindo a liberacéo sequencial de TNF e LTB4 (RAMOS et al., 2005;
submetido). Entretanto, como mostrado anteriormente, no modelo de AIA por
nos utilizado, ndo observamos a participacdo do TNF, podendo ser devido a
utilizacéo de diferentes modelos de inflamacéo imune, diferindo no antigeno e
no local de desafio.

Nosso resultado, sugerindo que uma via sequencial de mediadores pode
estar envolvida no modelo experimental de AIA, contribui para uma melhor
compreensao sobre 0os mecanismos envolvidos na artrite reumatoéide. Além de
ser de fundamental importancia, o conceito levantado sobre a existéncia de
uma ordem nos fenbmenos bioldgicos, podendo sugerir terapias mais
especificas e também novas abordagens terapéuticas para a artrite
reumatoide.

Estudos anteriores mostram que citocinas proé-inflamatérias induzem a
producdo de quimiocinas e consequentemente o influxo de neutréfilos para
articulagdes inflamadas (SZEKANECZ et al., 1998; TAYLOR et al., 2000). Com
base nestes dados da literatura, decidimos avaliar se o LTB,4 poderia atuar via
quimiocinas CXC para induzir migragdo de neutrofilos neste modelo.
Entretanto, esta via foi descartada desde que a repertaxina ndo reduziu o
recrutamento de neutrofilos induzido pelo LTB,.

O conjunto dos resultados apresentados mostra que, o recrutamento de
neutréfilos para a cavidade articular no modelo de artrite induzida por mBSA é
mediado por quimiocinas CXC (CXCL1 e CXCL5) e por LTB4. Além disto,
nossos resultados sugerem que o mecanismo pelo qual este recrutamento
ocorra seja por uma cascata inflamatoria das quimiocinas CXCL1 e CXCL5 e
de LTB4. Nosso estudo € de fundamental importancia, pois sugere as
guimiocinas CXCL1 e CXCL5 e o LTB, como novos alvos terapéuticos num
futuro préximo, visando o desenvolvimento de novas terapias para a artrite
reumatéide. Ademais, pacientes que nao responderem bem ou apresentarem
muitos efeitos colaterais em resposta a um desses tratamentos, podera utilizar
a outra terapia como alternativa para o tratamento da artrite reumatoide.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
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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