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RESUMO 

 

Preliminarmente, demonstramos que o pré-tratamento dos animais com 

inibidores seletivos de COX-2 ou indometacina inibe o recrutamento leucocitário 

para a cavidade peritoneal induzido por LPS. Ainda, dentre as prostaglandinas 

envolvidas em tal efeito, PGF2 parece ser um importante mediador para o 

recrutamento de leucócitos, pois a injeção desse prostanóide na cavidade 

peritoneal é capaz de induzir acúmulo de neutrófilos. Reforçando esses dados, a 

reposição de PGF2 em animais pré-tratados com inibidores seletivos de COX-2 

restabeleceu a migração leucocitária outrora inibida. Com base nessas 

observações, nós investigamos o efeito dos inibidores de COX-2 em um modelo 

clássico de quimiotaxia (câmara de Boyden). Nós observamos que o celecoxibe 

e a indometacina, sob diferentes condições, inibem a quimiotaxia induzida por 

fMLP, o que não é observado quando se utiliza um inibidor seletivo de COX-1 

(SC 560). Esses dados nos levaram a estudar em quais eventos do processo de 

migração de leucócitos essas drogas estariam interferindo. Para isso, usamos a 

preparação do músculo cremáster para visualização das fases utilizando 

microscopia intravital. O pré-tratamento dos animais com celecoxibe inibe o 

recrutamento de leucócitos induzido por LPS para a cavidade escrotal, 

provavelmente devido à redução do rolamento e da adesão dessas células com 

o endotélio. A indometacina também inibiu o recrutamento de leucócitos, mas 

não teve efeito sobre o número de células em rolamento. O pré-tratamento com 

o SC560 não teve nenhum efeito sobre o recrutamento de leucócitos, mas 

interessantemente, o número de células em rolamento encontrou-se aumentado 

mesmo em animais que não receberam o estímulo inflamatório com LPS. Esses 

dados sugerem que a COX-1 possa exercer um papel regulatório sobre o 

rolamento de leucócitos, e que a COX-2 é de fato importante para o 

recrutamento de leucócitos nos modelos de inflamação estudados nesse 

trabalho.  
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SUMMARY 

 

Previous studies have shown that pretreatment with a specific COX-2 inhibitor 

and indomethacin can inhibit LPS-induced leukocyte migration to the peritoneal 

cavity. Indeed, among the prostaglandins involved in such an effect, PGF2 

seems to be an important mediator for leukocyte recruitment since an injection of 

this prostanoid was capable of inducing neutrophil accumulation and its 

reposition in animals pretreated with a selective COX-2 inhibitor challenged with 

LPS was capable of restoring leukocyte migration inhibited by the coxib. In this 

paradigm, the effect of COX-inhibitors in a classic chemotatic assay (Boyden 

chamber) was investigated. Observation showed that celecoxib and 

indomethacin can inhibit chemotaxis induced by fMLP, but not the selective 

COX-1 inhibitor SC560. These data stimulated our group to investigate which 

leukocyte migration event these drugs were interfering in. For this, a cremaster 

preparation was used to access the microvasculature. Celecoxib can inhibit 

leukocyte migration to the cremaster muscle in animals that were injected with 

LPS in the scrotal cavity, probably due to reduced rolling and adhesion of these 

cells. Indomethacin also inhibited leukocyte migration, but it showed no effect on 

leukocyte rolling. Pretreatment with SC 560 presented no effect on leukocyte 

migration nor on adhesion, but it did enhance rolling activity in animals that were 

challenged or unchallenged by LPS in the scrotal cavity. This suggests that COX-

1 has a regulatory role in this model, driving a physiological anti-rolling activity, 

since its inhibition by SC560, in the presence or absence of LPS, induced 

leukocyte rolling. Indeed, COX-2 seems to be an important enzyme in leukocyte 

migration in all the models studied in this work. 
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1- INTRODUÇÃO 

  

Inflamação e terapêutica antiinflamatória 

 

Inflamação é definida como a resposta dos tecidos vascularizados a um 

estímulo flogístico de qualquer etiologia. A capacidade desses tecidos de 

organizar uma resposta inflamatória diante de lesões foi uma importante 

aquisição evolutiva, uma vez que o processo inflamatório visa ao 

restabelecimento da homeostase (MÜLLER, 2002). Uma seqüência de eventos 

coordenados deflagra os sinais e sintomas da inflamação, descritos por Celsus 

em I d.C: tumor, rubor, calor e dor, sendo que a reunião desses fatores pode 

culminar na perda da função do órgão afetado. Esses sinais e sintomas 

inflamatórios decorrem de alterações microscópicas, que ocorrem 

principalmente na microcirculação: vasodilatação e aumento da permeabilidade 

vascular, sensibilização de terminações nervosas livres (FERREIRA et al, 1973) 

e migração leucocitária para o foco inflamatório (YAMANE et al, 2000). 

Os eventos que resultam na instalação do processo inflamatório são 

derivados da produção e liberação de substâncias com estruturas químicas e 

origens diversas, denominadas mediadores inflamatórios. Esses mediadores 

podem ser derivados de peptídeos como CGRP (calcitonin gene-related 

peptide), SP (substância P), bradicinina, citocinas, histamina ou ainda derivados 

dos fosfolipídios de membrana (prostanóides), dentre outros (HLA & NEILSON, 

1992).  
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Em contrapartida, os mediadores inflamatórios podem exercer funções 

diferentes daquelas anteriormente atribuídas a eles. Substâncias como a 

prostaglandina E2, que medeia eventos vasodilatadores e hiperalgésicos em 

processos inflamatórios, podem em determinadas condições exercer efeitos 

imunossupressores. Sendo assim, o grupo dos mediadores inflamatórios pode 

inclusive ser denominado como modulador de resposta inflamatória 

(WILLOUGHBY et al, 2000). 

Várias doenças de caráter doloroso e destrutivo são acompanhadas de 

reações inflamatórias exacerbadas, como asma, gromerulonefrite, fibrose 

pulmonar, dentre várias outras (MÜLLER, 2002). Uma vez que a inflamação se 

torna o fator preponderante na etiologia da moléstia que acomete o indivíduo, a 

intervenção farmacológica com base em drogas antiinflamatórias é, na grande 

maioria das vezes, a terapêutica de primeira escolha. 

Os antiinflamatórios não-esteroidais estão entre as drogas mais prescritas 

na atualidade. O princípio de ação desses compostos se baseia na inibição das 

enzimas ciclooxigenases (COX), que catalisam a formação de mediadores 

inflamatórios lipídicos (prostanóides) envolvidos na deflagração de grande parte 

dos sinais e sintomas da inflamação (VANE, 1971). Os prostanóides 

(prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos) são produtos do metabolismo do 

ácido 5,8,11,14-eicosatetraenóico ou ácido araquidônico, um componente dos 

fosfolípides da membrana celular. A conversão desse ácido em mediadores 

lipídicos é realizada pelas COX-1 e COX-2, também denominadas Prostaglandin 

Endoperoxide Synthase (PGHS, VANE e BOTTING, 2003). As prostaglandinas, 
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principalmente PGE2 e prostaciclina (PGI2), são importantes mediadores da 

inflamação, da dor e da febre (VANE et al, 1998). Os fatores de crescimento, 

citocinas e promotores tumorais amplificam a resposta inflamatória induzindo a 

expressão de ciclooxigenases, culminando na síntese em larga escala de 

prostaglandinas (HLA & NEILSON, 1992). Sendo assim, os antiinflamatórios são 

descritos como potentes agentes analgésicos, antitérmicos e antiinflamatórios 

(CHAN et al, 1999; HAWKEY et al, 1999).  

Em 1999, uma nova classe desses medicamentos foi introduzida no 

mercado brasileiro: os inibidores seletivos de COX-2 (ICOX-2 seletivos ou 

coxibes). Celecoxibe (Celebra®, Pfizer), rofecoxibe (Vioxx®, MSD), etoricoxibe 

(Arcoxia®, MSD), dentre outros, são exemplos de formulações comerciais que 

obtiveram grande sucesso de venda desde a sua integração ao mercado 

farmacêutico mundial. A síntese desses compostos se baseou em estudos que 

demonstraram que a COX-1, uma das isoformas de ciclooxigenases, é 

constitutivamente expressa na maioria das células e catalisa a síntese de 

prostaglandinas envolvidas na manutenção fisiológica do organismo. Já a 

segunda isoforma (COX-2), que é também constitutiva em alguns órgãos, é 

principalmente expressa durante o processo inflamatório. Ainda, o RNA 

mensageiro de uma terceira isoforma (COX-3) já foi identificado em coração de 

humanos e córtex cerebrais de cães e humanos (CHANDRASEKHARAN et al, 

2002), embora a funcionalidade biológica dessa isoforma ainda não tenha sido 

estabelecida. Sendo assim, inibidores seletivos de COX-2 seriam de grande 

utilidade na terapêutica antiinflamatória, já que a rigor apresentariam efeitos 
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colaterais reduzidos por agirem seletivamente sobre a enzima-chave da síntese 

em larga escala de mediadores inflamatórios lipídicos, tendo pouco efeito sobre 

a manutenção das funções fisiológicas promovidas pela COX-1 (SMITH et al, 

1998). 

Estudos concomitantes com o lançamento dos inibidores de COX-2 no 

mercado já relatavam que a elevada seletividade de inibição da COX-2 

apresentada por essas drogas poderia ter importantes efeitos colaterais, 

principalmente no sistema cardiovascular (MITCHELL & EVANS, 1998). Drogas 

do tipo da aspirina inibem a formação de tromboxano A2 (TxA2), um agente que 

causa agregação plaquetária produzido principalmente por plaquetas através da 

ação da COX-1. Essas drogas inibem também a formação de prostaciclina 

(PGI2), principal prostanóide produzido pelo endotélio vascular a partir da 

indução da COX-2 nessas células em situações de stress de cisalhamento 

aumentado, que têm efeito inibitório sobre a agregação plaquetária, além de ser 

um potente vasodilatador (VANE & BOTTING, 2003). Aparentemente, há uma 

relação de equilíbrio fisiológico na produção desses dois mediadores com 

relação à manutenção do tônus vascular e nos processos de coagulação 

sanguínea. Os inibidores seletivos de COX-2, em contrapartida, não afetam a 

produção de TXA2 por plaquetas, já que essas não expressam COX-2. Assim, é 

esperado que a ação trombogênica e vasoconstritora do TXA2 se sobreponha 

aos efeitos antagônicos da PGI2, podendo levar a um aumento do risco de 

ocorrência de trombose vascular e infarto do miocárdio em pacientes usuários 

de coxibes (FITZGERALD, 2004).  
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Foram publicados em 2004 os resultados de um estudo clínico 

prospectivo, randomizado e controlado com placebo, com duração prevista de 

três anos, denominado estudo APPROVe (Adenomatous Polyp Prevention on 

VIOXX - Prevenção de Pólipos Adenomatosos com Vioxx). 

O APPROVe foi um estudo multicêntrico que incluiu 2.600 pacientes e foi 

iniciado no ano 2000. Esse estudo, que foi interrompido, foi projetado para 

avaliar a eficácia de 25mg de rofecoxibe (Vioxx®, MSD) na prevenção da 

recorrência de pólipos em pacientes com histórico de adenomas colorretais. 

Nesse estudo foi constatado um risco relativamente maior de eventos 

cardiovasculares confirmados (3,5% no grupo Vioxx® e 1,9% no grupo placebo; 

TOPOL, 2004), tais como isquemia cardíaca e acidentes vasculares cerebrais, 

que ocorreram a partir de 18 meses após o início do tratamento em pacientes 

que receberam rofecoxibe, em comparação com aqueles que receberam 

placebo. Os resultados referentes aos primeiros 18 meses do estudo APPROVe 

não indicaram maior risco de eventos cardiovasculares. Isto é, o uso constante 

por até um ano e meio de rofecoxibe parece não aumentar a chance de 

ocorrência de eventos cardiovasculares, porém a partir de 18 meses o risco é 

significativamente maior. 

Tais resultados resultaram, no dia 30 de setembro de 2004, na retirada 

voluntária do Vioxx® do mercado farmacêutico por seu fabricante, a indústria 

farmacêutica Merck, Sharp & Dohme. Esse fato gerou manifestações da 

comunidade científica, já que o rofecoxibe foi aprovado pelo FDA (Food and 

Drug Administration) antes de estudos completos serem realizados com esse 
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medicamento, levando a uma publicação que acusaria o órgão de saúde pública 

americano de falha no processo de aprovação de medicamentos (FITZGERALD, 

2004).  

Antes de ser retirado do mercado farmacêutico, mais de 80 milhões de 

pessoas já haviam consumido o Vioxx® e as vendas anuais já haviam atingido a 

casa dos 2,5 bilhões de dólares (dados da Acessoria de Imprensa on line da 

MSD, 30/09/04). 

Assim, a ampliação dos estudos científicos envolvendo os inibidores de 

COX-2, além daqueles publicados pelas próprias empresas que os 

desenvolveram, é desejável e de extrema importância para uma utilização mais 

segura desses compostos na terapêutica. 

 

Recrutamento de leucócitos 

 

        O recrutamento leucocitário para o local inflamado é um passo importante 

para o início e amplificação do processo inflamatório (WEDMORE & WILLIAMS, 

1981). O acúmulo de leucócitos nos tecidos inflamados ocorre como uma 

conseqüência da ativação de células endoteliais e migração de leucócitos para o 

foco inflamatório. Na primeira parte da resposta inflamatória ocorre um 

predomínio da infiltração de polimorfonucleares (neutrófilos e eosinófilos) e 

seqüencialmente, de acordo com o caráter do processo, pode haver uma 

sucessão para um perfil mononuclear (macrófagos e linfócitos).  
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O processo de extravasamento leucocitário requer uma cascata de 

eventos, que envolvem a adesão entre os leucócitos e as células endoteliais, 

podendo ser divididos em quatro passos, como mostra esquematicamente a 

Ilustração 1. 

 

 

 

A liberação de mediadores pró-inflamatórios (citocinas, aminas 

vasoativas, prostaglandinas) como conseqüência da lesão tecidual induz uma 

rápida e dramática mudança nas propriedades adesivas da célula endotelial. 

Imediatamente após essas mudanças ocorrerem, os leucócitos aderem e iniciam 

o rolamento pela parede vascular. Esta interação inicial leucócito-endotélio é 
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principalmente mediada por selectinas, que são glicoproteínas transmembrana 

do tipo 1 dependentes de cálcio.  Existem três tipos de selectinas, incluindo L-

selectina, E-selectina e P-selectina, nomeadas de acordo com os tipos celulares 

nos quais elas foram originalmente identificadas (leucócitos, endotélio e 

plaquetas, respectivamente). A P-selectina (CD62P) é constitutivamente 

expressa e estocada nos grânulos de secreção conhecidos como grânulos- 

(em plaquetas) ou nos corpos de Weibel-Palade (no endotélio). Quando o 

endotélio é estimulado por mediadores inflamatórios como trombina, cisteinil-

leucotrienos, agentes oxidantes, histamina ou LPS (lipopolissacarídeo), os 

corpos de Weibel-Palade rapidamente (em minutos) se fundem com a 

membrana plasmática, aumentando a expressão de P-selectina (KELLY et al, 

2007). Já E-selectina (CD62E) é sintetizada de novo e expressa no endotélio a 

partir da estimulação por mediadores como IL-1, LPS e TNF- em 

aproximadamente duas horas após o estímulo e decai com 24 horas. A 

expressão dessa selectina diminui drasticamente a velocidade de rolamento 

aumentando assim a probabilidade de adesão. Já a L-selectina (CD62L) é a 

única que medeia recrutamento de linfócitos em vênulas maiores de tecidos 

linfáticos, sendo que em condições inflamatórias ela parece exercer um papel 

secundário às demais selectinas (KELLY et al, 2007).   

Posteriormente ao início do rolamento, a força de adesão é aumentada 

por expressão de moléculas de adesão, sendo as de maior relevância as -2 

integrinas, representadas pela LFA-1 (leukocyte function-associated molecule – 

L2), MAC-1 (M2), dentre outras. Os membros da superfamília das 
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imunoglobulinas expressas pelo endotélio servem como ligantes para as 

integrinas dos leucócitos. ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) e ICAM-2 

são ligantes endoteliais para LFA-1 e são constitutivamente expressas, sendo 

que citocinas podem aumentar essa expressão. VCAM-1 (Vascular Cell 

Adhesion Molecule-1), ao contrário, não é constitutivamente expressa na maioria 

dos tecidos, mas a sua síntese de novo é estimulada por TNF e IL-1 (KELLY et 

al, 2007). A expressão dessas moléculas de adesão é regulada principalmente 

por quimiocinas, proteínas de 8 a 15 kiloDaltons, que são reconhecidas por sua 

capacidade de recrutar vários tipos de leucócitos para o foco da inflamação. 

Existem aproximadamente 50 tipos de quimiocinas que podem se ligar 

seletivamente a 20 tipos de receptores, sendo que o envolvimento dessas 

citocinas na patogênese de várias doenças tem sido cada vez mais descrito 

(revisado por VIOLA & LUSTER, 2007). A maior fonte de quimiocinas são os 

leucócitos recém-migrados, macrófagos, mastócitos e várias células teciduais 

incluindo fibroblastos, células epidermais e endoteliais (DÍAZ-GONZALES e 

SÁNCHEZ-MADRID, 1998).  

Além do rolamento e da adesão, recentemente um novo passo na 

cascata do recrutamento leucocitário, mediado principalmente por MAC-1, tem 

sido elucidado.  Em vênulas pós-capilares de locais inflamados, imediatamente 

após a adesão, ocorre um fenômeno denominado crawling (“arrastar, 

engatinhar”) onde o leucócito busca a junção endotelial mais próxima para 

deixar a circulação.  Este passo tem sido descrito como um passo fundamental 

para a migração (PHILIPSON et al, 2006).  
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A diapedese e a subseqüente migração de leucócitos para os tecidos 

intersticiais são estimuladas por um gradiente de agentes quimiotáticos solúveis 

ou de superfície celular oriundos do sítio inflamado, incluindo-se ainda produtos 

bacterianos (LPS, endotoxinas), fatores derivados de células necróticas e 

citocinas produzidas por células residentes em resposta ao estímulo inflamatório 

(MÜLLER, 2002). Numerosas proteínas, incluindo CD31 (PECAM), CD99, 

caderinas vascular-endotelial estão envolvidas nesse processo. Estudos com 

microscopia eletrônica têm reportado que os leucócitos deixam os vasos em 

direção ao espaço extravascular através das junções intercelulares, porém o 

mesmo método tem revelado que a migração transcelular pode também ocorrer 

(KELLY et al, 2007). Atingindo o foco inflamatório, os leucócitos tornam-se 

ativados e podem exercer funções de defesa do hospedeiro e reparo tecidual ou, 

se continuamente recrutados, podem intensificar a lesão (FURIE & 

GWENDALYN, 1995). 

 

Resolução do processo inflamatório 

 

A resolução de um processo tão bem orquestrado como a inflamação é 

essencial para o retorno à homeostase, que é, como dito anteriormente, o 

objetivo principal desse fenômeno. A idéia de que a resposta inflamatória gera 

seus próprios mediadores reguladores faz sentido teleologicamente: é mais fácil 

regular um processo que possui variáveis positivas e negativas ao mesmo 

tempo. Ou pelo menos, um nível mais fino de controle pode ser alcançado 
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quando se produzem mediadores que não só possuam características pró-

inflamatórias, mas também antiinflamatórias.  

Após a indução e o estabelecimento do processo inflamatório, a 

velocidade de dissipação dos agentes quimiotáticos ou dos sinais iniciais da 

inflamação depende da magnitude do agente infeccioso ou da lesão. Neutrófilos 

em pequeno número no tecido caracterizam histologicamente a fase de 

resolução da inflamação. Concomitantemente, células mononucleares exercem 

um papel fundamental no reparo tecidual (ARIEL et al, 2007). Um resumo dos 

caminhos que o processo inflamatório pode seguir está representado na 

ilustração 2. 

Uma das primeiras indicações de que o processo inflamatório parece 

assumir um caráter resolutivo foi a demonstração de que uma mesma enzima, 

em diferentes estágios da inflamação, pode produzir mediadores com efeitos 

biológicos opostos. Em processos inflamatórios, como na pleurisia induzida por 

carragenina, a expressão de COX-2 atinge um pico inicial na segunda hora, que 

está associado com a elevada síntese de PGE2. Entretanto, há um segundo pico 

de expressão dessa enzima após 48 horas, que coincide, de maneira paradoxal, 

com os estágios de resolução da inflamação aguda e com uma síntese mínima 

de PGE2. Porém, nesse instante, os níveis de PGD2 e 15-deoxi-PGJ2 são muito 

superiores aos encontrados no início do processo. Sabendo que esse grupo de 

prostaglandinas possui efeitos antiinflamatórios, postulou-se que há uma divisão 

temporal no que se refere aos mediadores sintetizados no sítio inflamatório. 

Ainda, essa regulação parece ser principalmente exercida pelo tipo celular 
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dominante no estágio avaliado, uma vez que a produção desses mediadores 

varia de acordo com o tipo de célula presente e da maquinaria bioquímica 

disponível (GILROY et al, 1999). 

As lipoxinas foram os primeiros mediadores a serem reconhecidos por 

possuírem atividades pró-resolutivas, limitando o recrutamento de neutrófilos 

somente aos locais inflamados e ainda estimulando o retorno da permeabilidade 

vascular ao normal, culminando em um efeito anti-edematogênico (SERHAN, 

2007). De maneira interessante, a síntese de lipoxinas pode ser estimulada pelo 

ácido acetilsalicílico (AAS), gerando as ATLs (Aspirin Triggered Lipoxins). De 

maneira geral, a COX-2 acetilada pelo AAs não é capaz de produzir 

prostaglandinas, mas se mantém enzimaticamente ativa para produzir 15-R-

HETE (ácido 15-hidroxieicosatetraenóico) a partir do ácido araquidônico e ser 

convertido a 15-epi-lipoxinas por leucócitos e assim exercer efeitos biológicos 

(TAKANO et al, 1997). 

Recentemente, novas famílias de mediadores foram descobertas. Estes 

mediadores são biosintetizados a partir de ácidos graxos essenciais como o 

ácido eicosapentaenóico (EPA) e o ácido docosahexaenóico (DHA). São 

mediadores endógenos, que foram caracterizados a partir de exsudados 

inflamatórios recolhidos na fase de resolução da inflamação. São denominados 

resolvinas e protectinas, já que os membros dessas famílias regulam a duração 

e a magnitude da resposta inflamatória (ARIEL et al, 2007). 

As resolvinas da série E (derivadas do EPA) foram as primeiras 

identificadas. Resolvina E1, em concentrações nanomolares, reduz 
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dramaticamente a migração de neutrófilos e de células dendríticas, além de 

bloquear a produção de IL-12 in vivo e in vitro. Já as resolvinas da série D 

(derivadas do DHA) bloqueiam a liberação de TNF- induzida por IL-1 e são 

também potentes reguladoras da infiltração de neutrófilos. Ainda, derivadas do 

mesmo ácido graxo, as protectinas demonstram efeitos antiinflamatórios e 

neuroprotetores (SERHAN, 2007). 

Sendo esses mediadores pró-resolutivos derivados de ácidos graxos 

poliinsaturados ômega-3, a identificação dos mecanismos moleculares 

envolvidos nos efeitos benéficos das dietas ricas desses ácidos é um importante 

desafio para a nutrição e para a medicina. Ainda, o entendimento da regulação 

do processo inflamatório trará melhores perspectivas para a terapêutica, uma 

vez que a prescrição um medicamento tido como antiinflamatório, em estágios 

de resolução, pode agravar os sinais e sintomas da doença e retardar o 

processo de cura e cicatrização (GILROY et al, 1999). 
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Modelos para estudo do recrutamento de leucócitos 

       

O estudo da migração de leucócitos para o foco inflamatório, além de 

fornecer informações importantes sobre a cinética celular, permite avaliar o perfil 

de ação de drogas antiinflamatórias. Os modelos experimentais utilizados para 

se estudar inflamação empregam metodologias que se baseiam em 

desencadear um processo inflamatório por um agente lesivo simples (agentes 

químicos, toxinas de microrganismos, venenos animais, partículas inertes, 

lesões estéreis) para que, posteriormente, a avaliação quantitativa e/ou 

qualitativa seja possível. Para isso, modelos envolvendo tecidos de fácil acesso 

são freqüentemente utilizados: pulmão, bolhas de ar no dorso animal, patas e 
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cavidade peritoneal. A análise histopatológica é também muito empregada para 

se caracterizar o processo inflamatório (BRITO et al, 1998). Outros modelos, 

também já bem estabelecidos, utilizam fluidos obtidos de lavagem de cavidades 

corporais com soluções inertes, como a cavidade pleural (lavado broncoalveolar; 

FRANCISCHI et al, 1993) e a cavidade peritoneal (lavado peritoneal; LUKACS et 

al, 1995, YAMANE et al, 2000, SANTOS et al, 2004, MENEZES et al, 2005) para 

estudo do processo inflamatório. 

        O modelo de inflamação que utiliza cavidade peritoneal já é alvo de 

interesse de pesquisadores há vários anos. Esse modelo experimental 

possibilita o estudo da cinética de leucócitos (SPICER et al, 1985) e análise da 

concentração de mediadores inflamatórios presentes no lavado peritoneal 

(OLIVEIRA et al, 1996). É possível, através de contagens do número e do tipo 

de células presentes no lavado peritoneal, quantificar e caracterizar a resposta 

inflamatória induzida nesse modelo. 

       Diversas informações a respeito dos mecanismos envolvidos em respostas 

inflamatórias, como na hiperalgesia e no edema, são elucidadas pelo estudo das 

células inflamatórias ativadas por diferentes agentes, como a carragenina 

(agente flogogênico extraído de algas marinhas vermelhas) e o LPS (endotoxina 

bacteriana; AJUEBOR et al, 1999). O LPS é o principal constituinte da parede 

celular de bactérias Gram-negativo e é o mais importante iniciador de respostas 

inflamatórias a patógenos, podendo levar a quadros de endotoxemia e, in 

extremis, a falência múltipla de órgãos (ALLCOCK et al, 2000).  
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No edema induzido por carragenina, os efeitos vasculares da fase aguda 

podem estar relacionados com a migração de leucócitos (principalmente 

neutrófilos) para o local inflamado (WEDMORE & WILLIAMS, 1981) e a 

contribuição dessas células para o efeito edematogênico é baseada nos 

trabalhos de Arthus, de 1903, no modelo de reação de hipersensibilidade do tipo 

III (ARTHUS, 1903, revisado por WEDMORE & WILLIAMS, 1981). Ainda, 

estudos têm demonstrado que o processo de migração de neutrófilos, uma vez 

descontrolado, pode ser extremamente deletério e culminar em lesões que em 

alguns casos são o fator predominante na patogenia de algumas doenças 

(ALLCOCK et al, 2000; DUILIO et al, 2001).  

Ainda, a migração de leucócitos pode ser também estudada utilizando 

modelos de quimiotaxia in vitro. As câmaras plásticas de quimiotaxia ou câmara 

de Boyden constituem um modelo bem descrito para tais estudos (MENDONÇA 

et al, 2006, TAVARES-MURTA, 2002). É possível com este modelo estudar 

individualmente uma substância, uma vez que as células podem ser expostas a 

um único agente quimiotático. Dentre eles,  fMLP (N-formil- L- methionil – L- 

leucil – L phenilalanina), LTB4 (leucotrieno B4), IL-8 (interleucina 8; MENDONÇA 

et al, 2006) e PGF2 (ARNOULD et al, 2001) têm sido descritos como agentes 

quimiotáticos úteis para estudos em câmara de Boyden. 

A visualização de todo processo de migração celular, fase a fase, é 

também possível quando se utiliza a microscopia intravital. Um leito vascular 

residente em um tecido pode ser visualizado com o auxílio de um microscópio 

comum (nos casos de tecidos translúcidos) ou de fluorescência (nos casos de 
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tecidos opacos) e as imagens podem ser capturadas por uma câmera de vídeo, 

gravadas e posteriormente analisadas. Os padrões hemodinâmicos do elemento 

vascular em questão também são passíveis de avaliação neste modelo de 

estudo (KUBES et al, 2003, CARA et al, 2004, LIU et al, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

A aspirina, protótipo das drogas antiinflamatórias não esteroidais, entrou 

no mercado farmacêutico em 1898. Ela foi desenvolvida como uma alternativa 

menos tóxica ao salicilato, que já era utilizado por Hipócrates no século V a.C. 

para o alívio da dor e da febre. Os efeitos colaterais derivados do seu uso foram 

rapidamente relatados e nas décadas subseqüentes ao seu lançamento vários 

trabalhos confirmaram que a aspirina era capaz de causar danos ao estômago, 

dispepsia, perdas sanguíneas associadas às ulceras gástricas, dentre outros 

efeitos colaterais menos freqüentes. Em parte devido a isso, inúmeras outras 

drogas antiinflamatórias foram inseridas no mercado. De maneira geral, essas 

novas drogas possuíam maior efeito analgésico e antiinflamatório do que a 

aspirina, mas ainda retinham a capacidade de induzir ulcerações e 

sangramentos no trato gastrointestinal. Até então, o mecanismo pelo qual essas 

drogas apresentavam tais efeitos colaterais não era conhecido. Em 1971, John 

Vane apresentou uma explicação para a patogenicidade desses medicamentos. 

Os trabalhos de Vane e colaboradores foram essenciais para o estabelecimento 

da importância dos mediadores inflamatórios lipídicos, em especial das 

prostaglandinas, como mediadores da inflamação e ainda como promotores de 

proteção de mucosas contra agressões. Esses dados inclusive guiaram a 

síntese de análogos desses prostanóides como alternativa terapêutica para os 

danos causados pelo tratamento com os antiinflamatórios não esteroidais. 
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 Embora a sugestão da existência de múltiplas isoformas de 

ciclooxigenases já tivesse sido sugerida nesses trabalhos de Vane e 

colaboradores, foi somente em 1991 que dois grupos confirmaram a existência 

de duas isoformas distintas de COX (KUJUBU et al, 1991, XIE et al, 1991). Essa 

descoberta desencadeou um investimento enorme das indústrias farmacêuticas 

no desenvolvimento de inibidores seletivos de COX-2. A inserção desses 

medicamentos no mercado farmacêutico alcançou um enorme sucesso de 

vendas e concomitantes a isso vários estudos começaram a ser realizados por 

grupos de pesquisa em todo mundo. 

O mecanismo de ação dos inibidores de ciclooxigenases ainda é bem 

discutido na literatura. Embora seus efeitos terapêuticos tenham sido 

inicialmente creditados somente à inibição dessas enzimas, grupos de pesquisa 

em diferentes lugares têm relacionado os mecanismos pelo quais essas drogas 

agem à liberação endógena de opióides (FRANÇA et al, 2006), de 

endocanabinóides (KOSAK et al, 2002) e ainda existem evidências de que essas 

drogas possam exercer suas ações em determinados modelos de estudo por um 

mecanismo independente da inibição de COX (KARDOSH et al, 2005, 

MYAMOTO et al, 2006). 

Em estudos paralelos em nosso laboratório, os inibidores de COX-2 

apresentaram um potente efeito analgésico no modelo de hiperalgesia 

inflamatória induzida pela carragenina na pata de ratos (FRANCISCHI et al, 

2002). Ainda, demonstramos que o pré-tratamento dos animais com celecoxibe 

foi capaz de inibir o recrutamento leucocitário para a cavidade peritoneal de 
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ratos (MENEZES et al, 2003), para o tecido pulpar (MALTOS et al, 2004) e para 

o tecido gengival (QUEIROZ-JÚNIOR et al, 2008) de animais submetidos a 

diferentes estímulos pró-inflamatórios. 

Desta forma, sabendo que neutrófilos contribuem para a lesão tecidual, 

pode ser benéfico prevenir sua acumulação no foco inflamatório. 

Glicocorticóides têm sido utilizados por muito tempo como agentes 

antiinflamatórios por reduzirem a migração de leucócitos em vários modelos de 

inflamação (TAILOR et al, 1997), porém essas drogas possuem um largo 

espectro de ação, o que pode acarretar também uma grande incidência de 

efeitos colaterais. Com o advento de novas alternativas terapêuticas 

antiinflamatórias, mais recentemente com a introdução dos inibidores de COX-2, 

os efeitos colaterais reduzidos dessas drogas associados à sua eficácia na 

utilização na clínica fazem desses medicamentos uma alternativa terapêutica 

interessante. Sendo assim, torna-se importante estudar a participação das 

ciclooxigenases em modelos de migração leucocitária que, em última análise, 

fornecerá informações relevantes acerca dos mecanismos de ação de tais 

drogas.  
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OBJETIVO GERAL 

Estudar os efeitos dos inibidores de ciclooxigenases sobre a migração de 

leucócitos induzida in vivo e in vitro. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a- Comparar a atividade antiinflamatória dos inibidores de 

ciclooxigenases (tradicionais e seletivos para COX 1 ou 2) 

nesse modelo experimental; 

b- Verificar a cinética de liberação de prostaglandinas no modelo 

de migração de leucócitos induzido por LPS a partir da dosagem 

das concentrações desse mediador no lavado peritoneal por 

ensaio imunoenzimático (EIA); 

c- Estudar a atividade de prostaglandinas na migração celular 

induzida no peritôneo de ratos; 

d- Verificar a correlação da inibição da migração celular pelos 

inibidores de COX com os níveis de prostaglandinas dosados; 

e- Estudar os efeitos dos inibidores de COX nas fases do 

recrutamento leucocitária induzida por LPS através da técnica 

de microscopia intravital. 

f- Estudar o efeito de inibidores de COX sobre a migração 

leucocitária in vitro. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais  

Foram utilizados neste estudo ratas Holtzman pesando entre 140-180g e 

camundongos Swiss machos, com idade de 5-6 semanas, pesando entre 25-

40g, ambos cedidos pelo CEBIO-ICB/UFMG. Os animais foram mantidos com 

água e ração ad libidum em um ciclo claro-escuro de 12/12 horas desde o início 

dos experimentos. Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA-UFMG) sob o protocolo no 120/04. 

 

Indução do recrutamento celular para a cavidade peritoneal dos animais 

O modelo de migração celular para a cavidade peritoneal de ratos já é 

bem descrito na literatura (SCHULIGOI et al, 1998; AJUEBOR et al, 1998; 

YAMANE et al, 2000; KNAPP et al, 2003). Estudos anteriores demonstraram que 

macrófagos estimulados com LPS expressam COX-2, o que passou a se 

constituir em um ensaio padrão para expressão dessa isoforma (GROSSMAN et 

al, 1995).  

Os estímulos pró-inflamatórios (descritos individualmente na seção de 

resultados) foram injetados no tempo zero intraperitonealmente (ip) diluídos em 

um volume total de 1 mL para ratas e 1mL/Kg para camundongos. Curvas dose-

resposta foram obtidas e a dose de flogógeno que induziu o maior aumento no 

número de células em relação ao grupo controle foi escolhida como padrão. Na 

ocasião da troca do lote do LPS utilizado, uma nova curva dose-resposta foi 



35 
 

confeccionada, sendo novamente escolhida a menor dose que foi capaz de 

induzir aumento significativo no número de células na cavidade peritoneal. 

Animais do grupo controle receberam o mesmo volume de salina pela mesma 

via e animais que não foram submetidos a nenhum tratamento (naive) também 

foram estudados. 

 

Drogas utilizadas: diluição e vias de administração 

Nos estudos in vivo, os inibidores de ciclooxigenases e os respectivos 

veículos foram administrados por via subcutânea (sc) no dorso do animal, trinta 

minutos antes da injeção do agente flogógeno ou salina fisiológica estéril. As 

drogas foram diluídas seguindo orientações do fabricante e, quando necessário, 

as soluções foram submetidas à agitação em ultra-som para se obter uma 

melhor dissolução da droga. Celecoxibe, rofecoxibe e piroxicam foram diluídos 

em salina fisiológica estéril. A indometacina foi diluída em tampão Tris (0.1 M, 

pH=8,0, Sigma) e os compostos experimentais SC236 e SC560 foram diluídos 

na proporção 0.2/0.8/1.0 de Tween 85, etanol e salina, respectivamente. Os 

animais controle receberam os respectivos veículos das drogas antiinflamatórias 

nas mesmas condições (1mL/Kg, sc).  

A endotoxina bacteriana (LPS; B4:111, Sigma) foi diluída em salina e o  

peptídeo quimiotático fMLP  foi diluído inicialmente em DMSO (dimetilsulfóxido) 

e posteriormente em meio de cultura (RPMI, Sigma). 

Todas as drogas foram diluídas em condições estéreis (capela de fluxo 

laminar). 
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Coleta dos leucócitos 

Após diferentes tempos (0-24 h) da injeção de salina ou flogógenos, os 

animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Foram injetados 

intraperitonealmente 10 mL de PBS heparinizado (phosphate buffered saline, 

0.15M, pH=7.2-7.4; 5 U/mL de heparina) nos experimentos em que se utilizaram 

ratas e 3 mL nos que camundongos foram utilizados. O abdômen foi 

massageado aproximadamente 25 vezes e após a exposição do peritôneo, 

através de um pequeno orifício, o lavado peritoneal foi recolhido (cerca de 90% 

do volume injetado) utilizando-se pipetas plásticas de Pasteur e acondicionado 

em tubos plásticos de centrífuga. O lavado foi centrifugado em baixa rotação (10 

minutos, 200 x g) e o sobrenadante foi descartado. Os lavados peritoneais que 

apresentaram coloração avermelhada, indicando presença de sangue, foram 

descartados.   

 

Contagem global e específica dos leucócitos 

O sedimento celular foi ressuspenso em 1 mL de PBS para realização de 

contagens celulares posteriores sob microscopia de luz. O número de células 

totais presentes em alíquotas de 20l adicionadas a 400l de líquido de Turk foi 

estimado através de contagem em câmara de Neubauer (aumento de 400 

vezes; células/mm3). O número específico de células foi estimado através de 

contagem de células presentes em alíquotas de 100l adicionadas a 100l de 

albumina bovina 3%. Duas alíquotas de 50l foram depositadas nos poços de 
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citocentrífuga, onde havia lâminas de vidro cobertas com papel de filtro. Após 

centrifugação por 30 segundos a 1000 rpm, foi aguardada a secagem em 

temperatura ambiente. As lâminas foram coradas pelo método May-Grunwald-

Giemsa (WIND et al,1999) e contadas sob microscopia de luz (%) em objetiva de 

imersão em óleo (aumento de 1000 vezes).  

 

Dosagem dos níveis de PGF2 por ELISA 

 O lavado peritoneal de ratos injetados com LPS, sob diferentes condições 

de tratamento, foi recolhido em 3 mL de PBS contendo heparina (5U/mL) e 

indometacina (2mg/L) e centrifugado (200 x g, 10 min.). O sobrenadante foi 

recolhido e acondicionado em tubos de vidro para dosagem (imediatamente 

após a coleta) por método imunoenzimático utilizando-se kits (EIA-kit, Caymann 

Chemical Co – USA) seguindo as orientações do fabricante. 

 Os resultados das leituras das placas no espectrofotômetro foram 

analisados por uma planilha de software (Microsoft Excel) fornecida pelo website 

da empresa fabricante em que, a partir dos valores de absorbância obtidos em 

triplicata, obtinha-se a concentração do mediador na amostra analisada. 

  

Purificação de polimorfonucleares de sangue de ratos 

 Com o objetivo de se estudar individualmente o efeito de uma droga 

antiinflamatória ou de um agente com capacidade quimiotática para neutrófilos, 

utilizou-se um modelo de migração leucocitária in vitro que se constitui de uma 

câmara plástica (Neuroprobe® 48-well microchemotaxis chamber, ou câmara de 



38 
 

Boyden modificada) onde neutrófilos purificados a partir de sangue periférico são 

expostos a um agente quimiotático e atravessam os poros de um filtro. 

Os neutrófilos foram obtidos de animais (anestesiados com uma mistura 

de 200mg/Kg de ketamina e 10mg/Kg de xilasina) submetidos a uma punção 

cardíaca. Foram retirados 5 mL de sangue de cada animal.  Em seguida, o 

sangue foi depositado cuidadosamente sobre 5 mL de Histopaque® (densidade 

1,077g/mL, Sigma) em tubos de vidro estéreis (Vacutainer ®) e  centrifugado a 

400 x g por 40 minutos. Posteriormente, o sobrenadante (Histopaque, plasma e 

células mononucleares) foi aspirado com pipetas de vidro e descartado. O 

sedimento de hemácias e polimorfonucleares foi adicionado a 2 mL de uma 

solução de  dextrana (6%; 500 Kda) e um volume final de 7 mL foi acertado com 

PBS (ULBRICH et al, 2005; MENDONÇA et al, 2006). Esse material foi incubado 

por 90 minutos a 37º C em tubos inclinados e o sobrenadante foi recolhido e 

centrifugado a 200 x g por 10 minutos. O sobrenadante deste procedimento foi 

novamente descartado e o sedimento foi ressuspenso com 5 mL de uma 

solução para lise de hemácias ( NH4Cl 9%; KHCO3 1% e EDTA 0,37%). Após 10 

minutos de centrifugação a 200 x g, descartou-se o sobrenadante e o sedimento 

foi lavado duas vezes com 10 mL de meio de cultura (RPMI). O sedimento 

celular final foi diluído inicialmente com 1 mL de meio de cultura para contagem 

do número de células em câmara de Neubauer e uma alíquota (50l) foi 

separada para coloração para contagem específica e verificação da viabilidade 

celular pelo método de exclusão de eosina Y (viabilidade mínima de 90%). Após 
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a contagem do número de neutrófilos, as diluições (com RPMI) para se obter a 

concentração desejada de células foram realizadas. 

 

Ensaio de quimiotaxia em câmara de Boyden 

A partir dos neutrófilos purificados, o ensaio de migração foi iniciado. O 

peptídeo quimiotático fMLP foi escolhido como padrão para esses estudos 

(MENDONÇA et al, 2006). Na parte inferior da câmara foram colocadas 

alíquotas de 28,5l desse peptídeo ou de seu solvente (RPMI; grupo controle) e 

essas foram cobertas por um filtro de policarbonato com poros de 5m. Um 

reforço de silicone foi acondicionado e a câmara fechada com a porção superior. 

Nos poços dessa porção, 50l da solução de neutrófilos (com diferentes 

concentrações e tratamentos, descritos na seção resultados) foram depositados 

e a câmara com as células foi incubada por 60 minutos em estufa (37º C, 5% 

CO2). Após a incubação, o filtro foi retirado e a face voltada para cima foi 

raspada três vezes com uma lâmina metálica para se retirarem células que se 

depositaram por gravidade e o filtro foi corado pelo método rápido (Panótico 

Rápido, Biolab, Brasil). A face inferior do filtro, para a qual os neutrófilos 

migraram, foi contada sob microscopia de luz (imersão em óleo, aumento de 

1000x).  Foram contados cinco campos por poço, aleatoriamente escolhidos, e a 

média desses poços foi obtida para posteriores comparações. Os resultados 

foram expressos em células/campo. 
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Preparação do músculo cremáster de camundongos para estudos com 

microscopia intravital 

Uma preparação envolvendo a exposição do músculo cremáster foi 

utilizada para experimentos de microscopia intravital em camundongos. Esses 

experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Neuro-Imuno Patologia 

Experimental, sob a supervisão da Professora Dra. Denise Carmona Cara.  

Os camundongos receberam tanto pré-tratamento sistêmico (sc; drogas 

antiinflamatórias e veículos) e/ou locais (intraescrotal; LPS ou veículo), descritos 

na seção de resultados. Os animais foram anestesiados com uma mistura de 

200mg/Kg de ketamina e 10mg/Kg de xilasina e após completa indução 

anestésica uma pequena incisão foi feita na pele escrotal para expor o testículo 

direito e por sua vez o músculo cremáster. Esse músculo foi cuidadosamente 

dissecado e liberado da fáscia muscular associada cortado longitudinalmente 

utilizando um cauterizador. O testículo e o epidídimo foram separados da 

musculatura circundante e recolocados dentro da cavidade abdominal. O 

músculo foi então aberto em um campo plano, preso em um suporte ótico 

transparente e foi fixado ao longo das bordas com um fio de algodão fino. O 

tecido foi irrigado constantemente com um tampão de bicarbonato (37º C, pH 

7.4). Um microscópio ótico (Olympus, Japão) com uma objetiva de aumento de 

20 vezes e uma ocular de aumento 10 vezes foi utilizado para examinar a 

microcirculação do cremáster. Uma câmera de vídeo (Sony, Japão) foi usada 

para projetar as imagens em um televisor, e as imagens foram gravadas em um 

gravador de DVDs (Lg, Brasil) para a análise posterior.  
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Obtenção e análise das imagens da microscopia intravital 

Foram gravados três intervalos de 5 minutos, com espaço entre eles de 

15 minutos para estabilização da preparação. Vênulas retilíneas (25-40m de 

diâmetro) foram selecionadas e, para minimizar a variabilidade, a mesma vênula 

foi sempre que possível observada durante todo o experimento. O número de 

leucócitos em rolamento, aderidos e migrados foi determinado posteriormente ao 

experimento. Os leucócitos em rolamento foram definidos como aqueles que se 

movem em uma velocidade menor do que aquela das hemácias dentro do fluxo 

observado. O número de células em rolamento foi medido pelo número de 

leucócitos em rolamento que passaram por um dado ponto na vênula por 

minuto. A velocidade do rolamento do leucócito foi medida pelas primeiras 20 

células que passaram pelo campo de visão da gravação e calculado pelo tempo 

gasto para que um leucócito rolasse ao longo de um comprimento de 100m da 

vênula. Um leucócito foi considerado estar aderido se este permaneceu no 

mínimo 30 segundos estacionado no endotélio e a adesão total foi determinada 

como o número de células aderentes dentro de um comprimento de 100m da 

vênula em um intervalo de 5 min. O número de células migradas foi definido 

como o número de leucócitos no espaço extravascular dentro da área filmada 

pela câmera nos espaços juntos à vênula observada. Foram feitos cortes 

histológicos corados pelo método da hematoxilina e eosina (H&E) para a 

confirmação do tipo leucocitário que migrou para os espaços extravasculares.  
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Os parâmetros hemodinâmicos foram também avaliados. A velocidade 

das hemácias (VRBC) foi medida usando um velocímetro ótico por Doppler 

(Microcirculation Research Institute). A velocidade das hemácias foi calculada a 

partir da velocidade principal (Vmean = VRBC/1.6), assumindo a geometria do 

vaso como um cilindro. A taxa de stress por cisalhamento na parede da vênula 

(venular wall shear rate, ) foi calculada baseada na definição Newtoniana: = 8 

(Vmean/DV), sendo Dv o diâmetro da vênula em análise. 

Após a finalização das gravações das imagens da microscopia intravital 

foi realizada uma punção cardíaca nos animais para obtenção do sangue 

circulante e para posterior contagem do número de leucócitos totais seguindo os 

mesmos protocolos anteriores. 

 

Drogas, Solventes e Reagentes 

 

Albumina bovina                                           Type V – Sigma-USA 

Carragenina lambda (-Cg)                           Sigma-USA 

Celecoxibe                                                    Celebra®, Phamacia, Pfizer  

Heparina                                                       Liquemine®, Roche 

Indometacina                                                Sigma-USA 

LPS E. coli, batch B1: 114                             Sigma-USA 

May-Grunwald                                              Solução 0,2% de azul de metileno 

PBS                                                              Lab. Inflamação e Dor, ICB-UFMG 

Piroxicam                                                      Feldene®, Pfizer  

Prostaglandina E2 (PGE2)                             Sigma-USA 
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Prostaglandina F2 (PGF2)                          Sigma-USA

Rofecoxibe                                                  Vioxx®, MSD  

SC236                                                         Caymann Chemical Co – USA 

SC560                                                         Caymann Chemical Co – USA 

Tampão Tris                                                Sigma-USA 

Tween 85                           Sigma-USA 

Solução de lise de hemácias        Lab. Inflamação e Dor, ICB-UFMG 

Solução irrigadora MIV                                 NIPE, ICB/UFMG 

 

Análise estatística 

As médias  erro padrão da média (e.p.m) dos dados obtidos foram 

comparadas com o resultado de animais controle injetados com os respectivos 

veículos, utilizando o one-way ANOVA com Post Test de Bonferroni ou Dunnet. 

Diferenças entre médias foram consideradas estatisticamente significativas 

quando p<0,05. Os dados foram analisados por programa de computador (Prism 

3.0) em ambiente Windows. 
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4- RESULTADOS  

  

Efeito do LPS sobre o número e o tipo de leucócitos recrutados para o 

peritôneo de ratos  

O lavado peritoneal de um animal naive, isto é, que não sofreu nenhum 

tratamento, apresenta uma população de células composta por macrófagos 

residentes, linfócitos e uma pequena quantidade de eosinófilos.  

Para estabelecer quais as doses ativas de LPS para indução de 

recrutamento celular sob nossas condições experimentais, obtivemos uma curva 

dose-resposta ao LPS. Como apresentado na Figura 1, a injeção intraperitoneal 

de LPS induziu recrutamento leucocitário para a cavidade peritoneal de ratos de 

maneira dose-dependente. As doses de 0,3 e 0,6g/animal causaram um 

aumento significativo no número de células na 3a hora quando comparado ao 

grupo controle e o aumento da dose de LPS para 3 e 30g/animal (não 

apresentado) não se refletiu em maior aumento do número de células.   

O aumento no número de células observado em relação ao grupo 

controle após 3 horas da injeção de LPS é principalmente devido ao aumento no 

número de neutrófilos, que corresponderam a aproximadamente 50% do total de 

células, como apresentado na Figura 2. O aumento no número de neutrófilos foi 

proporcional ao aumento da dose de LPS na faixa de doses entre 0,03 e 

0,3g/sítio, como apresentado na Figura 3. Nessa figura observamos que uma 

dose dez vezes maior foi capaz de duplicar o número de neutrófilos presentes 

no lavado peritoneal, atingindo valores similares na faixa de doses de LPS entre 
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0,3-3g/sítio. Os outros tipos celulares se encontram distribuídos de acordo com 

a Figura 2. 

Para se estudar cronologicamente o desenvolvimento do processo 

inflamatório induzido pela injeção intraperitoneal de LPS, a coleta das células foi 

realizada após diferentes tempos da administração de uma dose fixa de LPS. 

Como apresentado na Figura 4, após 3 horas da injeção intraperitoneal de LPS 

há  um aumento significativo no número de células no lavado peritoneal, que se 

manteve no mesmo patamar até a 24a hora. Cerca de 50% dessas células eram 

neutrófilos, em todos os tempos. Com base nos dados sobre expressão de 

COX-2 em processos inflamatórios, elegemos a 6a hora como padrão para 

estudos posteriores envolvendo drogas antiinflamatórias. Os neutrófilos 

constituíram o principal tipo celular presente entre as células recuperadas do 

lavado peritoneal dos animais injetados com LPS, representando cerca da 

metade do total obtido, sendo que os outros tipos celulares (eosinófilos, linfócitos 

e mastócitos e macrófagos) se distribuíram em um padrão similar ao 

apresentado na Figura 2.  
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Figura 1 – Recrutamento de leucócitos para a cavidade peritoneal de ratos 
injetados com diferentes doses de endotoxina bacteriana (LPS, E. coli). O 

LPS foi diluído sob condições assépticas em salina fisiológica estéril e injetado 

intraperitonealmente (ip) no tempo zero nas doses indicadas. O número de 

células presentes no lavado peritoneal após 3 horas da injeção ip de LPS ou 

salina (C, 1ml/sítio) foi contado em câmara de Neubauer sob microscopia de luz 

(aumento 400x). *-indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 

grupo controle. N=5-11. 
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Figura 2 – Contagem específica dos leucócitos presentes no lavado 
peritoneal de ratos injetados com LPS. Os esfregaços, feitos com a 

ressuspensão do sedimento celular após 3 horas da injeção ip de LPS (nas 

doses apresentadas no gráfico - g/sítio) ou salina (C, 1ml/sítio), foram corados 

pelo método May-Grunwald-Giemsa e contados sob microscopia de luz (imersão 

em óleo, aumento 1000x). *-indica diferença estatisticamente significativa em 

relação ao grupo controle. EΦ- eosinófilos, N- neutrófilos, L- linfócitos, MT- 

mastócitos, MΦ-macrófagos. N=5. 
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Figura 3 – Relação entre o aumento do número total de leucócitos e a de 
neutrófilos na cavidade peritoneal de ratos injetados com diferentes doses 
de endotoxina bacteriana. Os esfregaços foram feitos com a ressuspensão do 

sedimento celular após 3 horas da injeção ip de LPS ou salina (C, 1ml/sítio). As 

doses foram apresentadas em escala logarítmica (g/sítio), sendo que ●/■ 

indicam número total de células e número de neutrófilos, respectivamente, e ○/□ 

indicam respectivos grupos controle. Os números entre parênteses indicam as 

doses em g/sítio. *-indica diferença estatisticamente significativa em relação ao 

respectivo grupo controle. N=5. 
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Figura 4 – Recrutamento de leucócitos para a cavidade peritoneal de ratos 

injetados com LPS após diferentes tempos. O LPS (0,3g/sítio) foi diluído sob 

condições assépticas em salina fisiológica estéril e injetado intraperitonealmente 

(ip) nos tempos indicados no gráfico. O número de células presentes no lavado 

peritoneal após a injeção ip de LPS ou salina (C, 1ml/sítio) foi contado em 

câmara de Neubauer sob microscopia de luz (aumento 400x). *-indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle. N=5. 
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Estudo do efeito dos inibidores de ciclooxigenases (COXs) no 

recrutamento leucocitário induzido por LPS 

  

Inibidores não-seletivos de ciclooxigenases 

 

O pré-tratamento dos animais com 2mg/Kg de indometacina reduziu 

significativamente o número de células presentes no lavado peritoneal de 

animais tratados com LPS. Em contrapartida, o pré-tratamento dos animais com 

piroxicam (3 ou 20 mg/Kg, sc) não inibiu o recrutamento leucocitário induzido por 

LPS (Figura 5). A redução estatisticamente significativa do número de neutrófilos 

foi observada somente no grupo pré-tratado com indometacina (dados não 

apresentados). 
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Figura 5 – Efeito dos inibidores não-seletivos de ciclooxigenases 
indometacina (indo) e piroxicam (piro) no recrutamento celular induzido 

por LPS. Indometacina 2mg/Kg e piroxicam (3 e 20mg/Kg) foram administrados 

por via subcutânea trinta minutos antes da injeção ip de LPS (0,3g/sítio). O 

número de células presentes no lavado peritoneal após 6 horas da injeção ip de 

LPS foi contado em câmara de Neubauer sob microscopia de luz (aumento 

400x). C - indica pré-tratamento subcutâneo com salina . *- indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle. N=5. 
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Estudo do efeito do inibidor seletivo de COX-1 

 

Para estudarmos a participação da ciclooxigenase-1 neste modelo de 

migração leucocitária, um inibidor seletivo de COX-1, o composto experimental 

SC560, foi utilizado. As doses escolhidas para o teste se mostraram efetivas 

como analgésicas no modelo de hiperalgesia induzido pela carragenina na pata 

de rato, realizado em nosso laboratório (FRANCISCHI et al. 2002, FRANCA et al 

2006) e são capazes de inibir quantidades significativas de COX-1 (SMITH et al, 

1998). 

O pré-tratamento dos animais com 1 ou 5mg/Kg de SC560 não inibiu o 

recrutamento celular induzido por LPS, como apresentado na Figura 6. Ainda, 

não houve nenhuma alteração significativa na contagem específica dos 

leucócitos em relação ao grupo controle em ambas as doses estudadas. 
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Figura 6 – Falta de efeito do SC560 sobre o recrutamento de leucócitos 

induzido por LPS na 6a hora. O SC560 (1 ou 5mg/kg) ou salina (C, 1ml/Kg) 

foram injetados por via subcutânea trinta minutos antes da injeção ip de LPS 

(0,3g/sítio). O número de células presentes no lavado peritoneal após 6 horas 

da injeção ip do agente flogógeno foi contado em câmara de Neubauer sob 

microscopia de luz (aumento 400x). *-indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao respectivo grupo controle. N=5. 
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Inibidores seletivos de COX-2 

Para estudarmos os efeitos dos inibidores seletivos de COX-2 sobre o 

recrutamento leucocitário induzido por LPS, utilizamos dois antiinflamatórios com 

formulações comerciais diferentes (celecoxibe e rofecoxibe) e um composto 

experimental (SC 236) 

 

Estudo do efeito do celecoxibe 

O tratamento de um grupo de animais com celecoxibe (12mg/kg), sem 

nenhuma injeção de agentes pró-inflamatórios, não causou nenhum efeito na 

população de células residentes da cavidade peritoneal, em relação a um animal 

naive (dados não apresentados).  

O pré-tratamento dos animais com celecoxibe reduziu de maneira dose-

dependente o número de células no lavado peritoneal de animais injetados com 

LPS. Administrando-se doses na faixa entre 6-12mg/kg observou-se redução 

significativa no número de células presentes no lavado peritoneal após 6 horas 

da injeção de LPS, como apresentado na Figura 7. O aumento da dose de 

celecoxibe para 30mg/kg não refletiu em maior redução no número de células na 

cavidade peritoneal. A inibição dose-dependente do recrutamento de neutrófilos 

contribuiu significativamente para redução no número de células totais em 

animais tratados com LPS (Figura 8). Estudou-se ainda o efeito do celecoxibe 

após 3 horas de injeção intraperitoneal de LPS e não foi observado o efeito 

inibitório sobre a migração celular nesse tempo (dados não apresentados). 
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Figura 7 – Estudo do efeito do celecoxibe sobre o recrutamento celular 

induzido por LPS em ratos – Curva dose-resposta. O celecoxibe foi injetado 

por via subcutânea nas doses indicadas no gráfico (Cx, mg/kg) 30 minutos antes 

da injeção ip de LPS (C, 0,3g/sítio). O número de células presentes no lavado 

peritoneal após 6 horas da injeção ip de LPS ou salina (S, 1ml/sítio) foi contado 

em câmara de Neubauer sob microscopia de luz (aumento 400x). *-indica 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo controle e **-em 

relação ao grupo salina. N=5-10. 
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Figura 8 – Contagem específica dos leucócitos presentes no lavado 
peritoneal de ratos pré-tratados com celecoxibe. Os animais foram pré-

tratados com celecoxibe (Cx ; 6 e 12mg/Kg, sc) trinta minutos antes da injeção ip 

de LPS (na dose de 0,3g/sítio). Os esfregaços, feitos com a ressuspensão do 

sedimento celular após 6 horas da injeção do estímulo inflamatório, foram 

corados pelo método May-Grunwald-Giemsa e contados sob microscopia de luz 

(imersão em óleo, aumento 1000x). *- indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo controle. EΦ- eosinófilos, N- neutrófilos, L- 

linfócitos, MT- mastócitos, MΦ- macrófagos. N=5-10. 
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Estudo do efeito do rofecoxibe e do composto experimental SC236 

 

Após estabelecermos o perfil de ação do celecoxibe, foram estudados 

outros dois inibidores seletivos de COX-2: rofecoxibe e o composto experimental 

SC236. 

Como apresentado na Figura 9, o pré-tratamento dos animais com 

0,7mg/Kg de rofecoxibe inibiu a migração celular total induzida por LPS, 

principalmente por inibição da migração de neutrófilos (dados não 

demonstrados). Ainda, foi observada uma redução no número de linfócitos nos 

grupos tratados com doses na faixa de 0,35-0,7mg/Kg. A administração de SC 

236 (12mg/Kg) inibiu o recrutamento leucocitário para a cavidade peritoneal de 

ratos injetados intraperitonealmente com LPS na 6a hora. Novamente, o número 

de neutrófilos e linfócitos (dados não demonstrados) foi o principal responsável 

por tal redução no número total de células, observando-se ainda redução do 

número de mastócitos. O perfil de ação desses medicamentos também foi 

estudado na 3a hora. O pré-tratamento dos animais com esses inibidores de 

ciclooxigenase-2, sob tais condições, não inibiu o recrutamento celular induzido 

por LPS nesse tempo. Interessantemente, o número de linfócitos apresentou-se 

reduzido em ambos os grupos pré-tratados com drogas também nesse tempo 

estudado. 
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Figura 9 – Estudo do efeito do rofecoxibe e do SC236 sobre o recrutamento 
celular induzido por LPS em ratos. O rofecoxibe (Rx) e o SC236 foram 

injetados por via subcutânea nas doses indicadas no gráfico (mg/kg) 30 minutos 

antes da injeção ip de LPS (C, 0,3g/sítio). O número de células presentes no 

lavado peritoneal após 6 horas da injeção ip de LPS foi contado em câmara de 

Neubauer sob microscopia de luz (aumento 400x). *-indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle. N=5. 
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Estudo do efeito de prostaglandinas no recrutamento leucocitário para a 

cavidade peritoneal de ratos: estudo da participação de prostaglandina F2 

(PGF2)  

 

Os dados obtidos com o estudo dos efeitos dos inibidores de COX-2 

sugerem que mediadores inflamatórios lipídicos podem estar envolvidos na 

migração leucocitária induzida neste modelo.  

A partir de um estudo in vitro, ARNOULD et al (2001) demonstraram que 

PGF2 é um agente quimiotático para neutrófilos. Mais recentemente, foi descrito 

que esse prostanóide, juntamente com seu estereoisômero 911-PGF2, é um 

agonista para receptores quimiotáticos CRTH2 (chemoattractant receptor 

homologous molecule expressed by Th2 cells), reforçando a hipótese de que 

esse prostanóide pode exercer um papel importante na quimiotaxia de leucócitos 

(SANDIG et al, 2005). Com base nesses dados, iniciou-se o presente estudo 

utilizando a dosagem desse prostanóide nos lavados peritoneais de animais 

injetados com LPS.  

O tratamento dos animais com PGF2 (nas doses 1-1000 ng/sítio) induziu 

migração de leucócitos para a cavidade peritoneal de ratos após 3 horas da 

injeção ip do mediador inflamatório de maneira dose-dependente (Figura 10). 

Ainda, o aumento no número de neutrófilos, como demonstra a Figura 11, foi o 

principal responsável pelo aumento do número total de células (50-60%), sendo 

que a distribuição dos outros tipos celulares similar ao apresentado pelos 

demais agentes flogógenos. 
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Porém, a injeção intraperitoneal de prostaglandina E2, na mesma faixa de 

dose utilizadas pela PGF2, não induziu migração de leucócitos para a cavidade 

peritoneal dos animais e nenhuma alteração significativa foi observada na 

contagem específicas dos leucócitos (dados não apresentados). 

De maneira complementar, foram realizados experimentos para 

estudarmos se o pré-tratamento dos animais com doses efetivas de inibidores 

de COX-2 afetaria o recrutamento leucocitário induzido pela PGF2. 

Interessantemente não foi observada nenhuma alteração no número de células 

presentes na cavidade peritoneal dos animais tratados tanto com celecoxibe 

quanto com rofecoxibe (dados não apresentados). 
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Figura 10 – Estudo do efeito da injeção intraperitoneal de prostaglandina 

F2 na cavidade peritoneal de ratos na 3a hora. Os animais foram injetados 

intraperitonealmente com PGF2 (1-1000ng/sítio) ou salina (C, 1ml/sítio). O 

número de células presentes no lavado peritoneal após 3 horas da injeção ip do 

mediador inflamatório ou salina foi contado em câmara de Neubauer sob 

microscopia de luz (aumento 400x). N=5. *- indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao respectivo grupo controle. 
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Figura 11 – Estudo do efeito da injeção de prostaglandina F2 na cavidade 

peritoneal de ratos na 3a hora – Participação dos neutrófilos. Os animais 

foram injetados intraperitonealmente com PGF2 (log 0-3, correspondente às 

doses em ng/sítio) ou salina (C, 1ml/sítio). O número de células presentes no 

lavado peritoneal após 3 horas da injeção ip do mediador inflamatório ou salina 

foi contado em câmara de Neubauer sob microscopia de luz (aumento 400x). O 

círculo vazio (○) indica injeção intraperitoneal de salina. *- indica diferença 

estatisticamente significativa em relação ao respectivo grupo controle (C). N≥5. 
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Estudo do efeito da reposição de prostaglandina F2 (PGF2) nos animais 

pré-tratados com rofecoxibe e injetados intraperitonealmente com LPS 

 

A reposição de PGF2 nos animais pré-tratados com rofecoxibe e 

injetados intraperitonealmente com LPS restabeleceu a migração de leucócitos 

para a cavidade peritoneal anteriormente inibida pelo tratamento com o inibidor 

de COX-2, como demonstra a Figura 12. 
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Figura 12 - Estudo do efeito da reposição de prostaglandina F2 (PGF2) em 

animais pré-tratados com rofecoxibe e injetados intraperitonealmente com 
LPS. Os animais foram pré-tratados com rofecoxibe (sc; 0,7mg/Kg) trinta 

minutos antes da injeção ip de LPS (0,3g/sítio). Três horas após a injeção da 

endotoxina, os animais receberam uma injeção ip de PGF2 (10ng/sítio). O 

lavado peritoneal foi colhido 3 horas após a injeção intraperitoneal de PGF2.  O 

sinal + indica tratamento com droga representada na tabela de tratamentos. O 

sinal – indica ausência da substância e (+) indica uma única injeção da 

substância indicada três horas antes da coleta do lavado peritoneal. * - indica 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo C0 e ** em relação 

ao grupo C1 (p<0.05). N≥5. 
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Dosagem dos níveis de Prostaglandina F2 no lavado peritoneal de animais 

injetados com LPS 

 

Demonstrada a participação da PGF2nesse modelo de estudo, seguiu-

se a dosagem dos níveis desse mediador no lavado peritoneal dos animais sob 

diferentes condições. 

Em condições de normalidade, um animal que não foi exposto a nenhum 

estímulo (naive) já apresenta níveis detectáveis de PGF2 e a injeção de salina 

não alterou significativamente tais níveis na primeira meia hora. O pico de 

liberação de PGF2 parece acontecer após quinze minutos da injeção 

intraperitoneal de LPS, mantendo-se expressiva até a meia hora, regredindo 

posteriormente, particularmente após a 3a hora a injeção. Há um aumento de 

aproximadamente 170% nos níveis de PGF2 nos quinze primeiros minutos no 

grupo tratado com LPS em relação ao grupo tratado com salina, caindo para 

aproximadamente 80% na meia hora inicial (Figura 13). 

Os níveis de PGF2 nos animais tratados com LPS foram 

significativamente maiores na primeira do que na terceira e sexta horas, assim 

como no grupo controle. Interessantemente, os níveis de PGF2 nos animais 

tratados com salina encontraram-se elevados na primeira hora em relação aos 

primeiros instantes do processo inflamatório, apresentando uma redução 

acentuada na 3ª e na 6ª horas, assim como nos animais tratados com LPS. 

Apresentando os dados dos níveis de PGF2 e número de leucócitos 

conjuntamente, observamos que nos estágios iniciais na inflamação induzida por 
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LPS o número de leucócitos aumenta em concordância com os níveis de PGF2 

até aproximadamente a primeira hora. Após esse instante, o aumento no 

número de leucócitos aconteceu independentemente dos níveis de PGF2 

Para estudarmos o efeito dos inibidores de ciclooxigenases sobre os 

níveis de PGF2 dosados no lavado peritoneal, foi realizado um pré-tratamento 

com um inibidor preferencial de COX-1 (piroxicam) e com um inibidor seletivo de 

COX-2 (SC236) em animais posteriormente injetados intraperitonealmente com 

LPS. 

Conforme apresentado na Tabela 1, observou-se uma redução de 45% 

nos níveis de PGF2 em animais tratados com piroxicam e com SC236, em 

relação aos animais controle. Entretanto, tais diferenças não se apresentaram 

significativas (p>0,05).  
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Figura 13 – Curva tempo-resposta da dosagem dos níveis de PGF2 no 

lavado peritoneal de animais tratados com LPS.  Os animais foram injetados 

intraperitonealmente com LPS (0,3g/animal) ou salina no tempo zero. O 

resultado de animais que não sofreram nenhum tratamento também é 

apresentado (N, naive). O lavado peritoneal foi coletado nos diferentes tempos 

indicados no gráfico (em 3mL de PBS) e centrifugado. O sobrenadante foi 

reservado para dosagens dos níveis de PGF2 através de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) seguindo as instruções do fabricante. * e # indicam 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 1h (N=5, p< 0,05, 

one-way ANOVA). 
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Figura 14 – Relação cronológica entre número de leucócitos e níveis de 

PGF2 após injeção intraperitoneal de LPS.  Os animais foram injetados 

intraperitonealmente com LPS (0,3g/animal) ou salina no tempo zero. O 

resultado de animais que não sofreram nenhum tratamento também é 

apresentado (tempo zero). O lavado peritoneal foi coletado nos diferentes 

tempos indicados no gráfico (em 3mL de PBS) e centrifugado. O sobrenadante 

foi reservado para dosagens dos níveis de PGF2 através de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) seguindo as instruções do fabricante e o número de 

células foi quantificado em câmara de Neubauer. N=5. As drogas indicadas no 

gráfico foram injetadas 30 minutos antes do LPS (piroxicam 20mg/Kg e SC236 

12mg/Kg, sc). 
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Tabela 1 – Dosagem dos níveis de PGF2 no lavado peritoneal de animais 

pré-tratados com inibidores de ciclooxigenases e injetados com LPS. 
 

Tratamento Tempo de coleta [PGF2] pg/ml 

(média ± e.p.m.) 

C (sc) ½ h 132.7 ± 45.6 

LPS (ip) ½ h 269.5 ± 61.4 

C (ip) 3 h 161.2 ± 49.6 

LPS (ip) 3 h 138.9 ± 27.7 

SC 236 3 h 81.49 ± 20.8 

Piroxicam 3h 75.64 ± 20.1 

 
 

 

 

Os animais foram pré-tratados com SC 236 (12mg/Kg) ou piroxicam (20mg/Kg) 

injetados intraperitonealmente com LPS (0,3g/animal) ou salina no tempo zero. 

O lavado peritoneal foi coletado nos diferentes tempos indicados na tabela (em 

3mL de PBS) e centrifugado. O sobrenadante foi reservado para dosagens dos 

níveis de PGF2 através de ensaio imunoenzimático (ELISA) seguindo as 

instruções dos kits. N=3-6. 
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Estudo do efeito dos inibidores de COX na quimiotaxia induzida por fMLP 

em câmara de Boyden 

 

Inicialmente, foi necessária a padronização do modelo de quimiotaxia in 

vitro utilizando a câmara de Boyden. Com base em dados da literatura, foi 

realizada uma série de experimentos visando a obter padrões ótimos da 

concentração do agente quimiotático e da quantidade de células que seria 

colocada em cada poço da câmara. Padronizaram-se a dose de 10-6M de fMLP 

e o número de 1,5 x 106 células por poço para estudos posteriores. 

A quimiotaxia de neutrófilos induzida pelo fMLP já é bem descrita na 

literatura. Como demonstra a Figura 15, há um aumento estatisticamente 

significativo da migração de neutrófilos quando são comparadas as células 

expostas ao fMLP com as que somente foram expostas ao meio de cultura. 

Com base nesses dados, estudos dos efeitos dos inibidores de 

ciclooxigenases nesse modelo foram realizados. 

A incubação dos leucócitos com celecoxibe diluído no meio de cultura (30 

minutos antes da colocação das células na câmara, na faixa de doses 100-

1000ng/mL) inibiu a quimiotaxia induzida pelo fMLP. O mesmo resultado foi 

obtido quando a incubação foi realizada com indometacina na dose de 2g/ml 

(Figura 16). 

Para verificarmos se o efeito inibitório observado anteriormente pelo 

celecoxibe quando injetado subcutaneamente é reproduzido nesse modelo, 

grupos de animais foram tratados com diferentes doses de celecoxibe 
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subcutaneamente 30 minutos antes da punção cardíaca para colheita do sangue 

e purificação dos polimorfonucleares. O restante do processamento foi 

exatamente igual para todos os grupos. Em comparação com os 

polimorfonucleares obtidos de animais injetados subcutaneamente com salina, o 

pré-tratamento dos animais com as mesmas doses de celecoxibe utilizadas nos 

estudos anteriores (12 e 30mg/Kg) causou inibição da quimiotaxia dos 

polimorfonucleares induzida por fMLP (Figura 15).  
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Figura 15 – Efeito do tratamento dos animais com celecoxibe previamente 
à punção cardíaca para coleta de sangue na migração de neutrófilos na 
câmara de Boyden – Os animais foram pré-tratados (meia hora antes) com 

celecoxibe (Cx) ou salina (S) antes de serem submetidos à punção cardíaca. O 

sangue coletado foi processado individualmente por grupos, de modo a se obter 

cerca de 95% de neutrófilos (viabilidade >90%). Células que não sofreram 

nenhuma incubação e nem exposição ao agente quimiotático também foram 

estudadas (C). * - indica diferença significativa em relação a grupo controle (C) e 

** em relação ao grupo incubado somente com meio de cultura (MC). N=3-5. 
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Figura 16 – Demonstração do efeito quimiotático do fMLP no modelo da 
câmara de Boyden – Efeito da incubação dos neutrófilos com doses 
crescentes de celecoxibe. Os animais foram submetidos à punção cardíaca e 

o sangue coletado foi processado de modo a se obter cerca de 95% de 

neutrófilos (viabilidade >90%). Trinta minutos antes de serem expostas ao 

agente quimiotático (fMLP), as células foram incubadas com celecoxibe (Cx, 

doses em ng/ml) ou somente com o meio de cultura (MC). Células que não 

sofreram nenhuma incubação e nem exposição ao agente quimiotático também 

foram estudadas (C). * - indica diferença significativa em relação a grupo 

controle (C) e ** em relação ao grupo incubado somente com meio de cultura 

(MC). N=5. 
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Estudo do efeito de inibidores de COX sobre os leucócitos na 

microcirculação do músculo cremáster. 

 

Para certificarmos que a dose de LPS injetada na cavidade escrotal dos 

animais e de celecoxibe utilizadas estavam adequadas, uma curva dose-

resposta ao celecoxibe foi confeccionada utilizando uma mesma dose de LPS 

(0,05g/Kg, LIU et al, 2005) no modelo de migração leucocitária para a cavidade 

peritoneal de camundongos. O LPS foi capaz de induzir migração de leucócitos 

para a cavidade peritoneal, que foi significativamente diferente do grupo 

controle. Interessantemente, o pré-tratamento dos animais com as doses de 

12mg/Kg de celecoxibe inibiu significativamente a migração de leucócitos 

induzida pelo LPS (Figura 17). 

A injeção intraescrotal (ie) de LPS na dose de 0,05g/Kg (LIU et al, 2005) 

em comparação com os animais controle, é capaz de aumentar 

significativamente o número de leucócitos em rolamento, aderidos e migrados (6 

horas após a injeção de LPS) na microcirculação do cremáster. Porém, não 

houve aumento do número de leucócitos circulantes após a injeção intraescrotal 

de LPS em comparação com os animais injetados com veículo. 

Nesta perspectiva, estudamos os efeitos da indometacina, do celecoxibe 

e do SC 560 neste modelo experimental. 

O pré-tratamento dos animais com o celecoxibe na dose de 12mg/Kg 

inibiu a migração de leucócitos induzida pela injeção intraescrotal de LPS, além 

de reduzir de maneira significativa o número de células em rolamento e 
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aderidas. No grupo que recebeu indometacina (2mg/Kg), embora não se tenha 

observado redução significativa no número de células em rolamento, houve 

redução na migração de leucócitos provavelmente devido a um menor número 

de células aderidas. Diferentemente, o pré-tratamento dos animais com o 

inibidor seletivo de COX-1 (SC560; 5mg/Kg) não apresentou redução de 

nenhum dos parâmetros avaliados em comparação com o grupo controle.  

O aumento, embora não significativo, do número de leucócitos em 

rolamento nos animais pré-tratados com SC560 nos levou a estudar o efeito 

desta droga em animais não estimulados com LPS. Interessantemente, o pré-

tratamento dos animais com esta droga provocou aumento no número de 

leucócitos em rolamento em comparação com os animais controle (Fig. 19).  

A velocidade de rolamento foi similar e não foram notadas grandes 

diferenças nos padrões hemodinâmicos entre os grupos estudados. O estresse 

de cisalhamento do grupo tratado com SC560 foi significativamente maior em 

relação ao grupo controle, como apresentado na Tabela 2. 

Finalizando, os músculos cremáster dos animais pertencentes aos grupos 

estudados foram retirados e fixados em formol 10%. Após isso, os tecidos foram 

processados e cortes histológicos foram feitos e corados por H&E. Como se 

pode observar na Prancha 1, os tecidos dos animais pertencentes aos grupos 

controle (SAL sc / SAL ie) e ao grupo dos que foram pré-tratados com 

celecoxibe (Cx sc /LPS ie) encontram-se em padrões de normalidade 

histopatológicas. Porém, os tecidos dos animais que receberam injeção de LPS 

intraescrotal e não receberam previamente celecoxibe (SAL sc /LPS ie) 
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apresentam um infiltrado inflamatório composto basicamente por neutrófilos, que 

se estende pelos tecidos perivasculares. Está apresentada também uma 

comparação entre os cortes histológicos e os frames dos vídeos da microscopia 

intravital dos mesmos grupos, onde se observa que grande parte das células 

que estavam sendo visualizadas nas imagens da microscopia intravital eram 

neutrófilos. 
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Figura 17 – Efeito do celecoxibe sobre a migração celular induzida por LPS 

administrado intraperitonealmente em camundongos.  Os animais foram 

pré-tratados com celecoxibe (sc, meia hora antes, doses indicadas em mg/Kg) 

ou salina (C) e injetados intraperitonealmente com LPS (0,05g/Kg) ou salina (S) 

no tempo zero. O lavado peritoneal foi coletado (em 3mL de PBS) e 

centrifugado. O número de células presentes no lavado peritoneal após 6 horas 

da injeção ip de LPS ou salina foi contado em câmara de Neubauer sob 

microscopia de luz (aumento 400x). *- indica diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo salina (S) e ** - em relação ao grupo controle 

(C). N=3. 
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Figura 18 – Efeito dos inibidores de COX nas diferentes fases do 

recrutamento leucocitário para o músculo cremáster de camundongos.  Os 

animais foram anestesiados e o músculo cremáster exposto para visualização e 

filmagem sob microscopia de luz. Os dados foram obtidos como descrito em 

Material e Métodos. A denominação dos grupos indica tratamento sistêmico (sc) 

e posterior injeção ie de LPS. * - indica diferença significativa em relação a grupo 

controle (C) e ** em relação ao grupo tratado com salina (Sal). N=5. 
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Figura 19 – Efeito do SC560 nas diferentes fases do recrutamento 

leucocitário para o músculo cremáster de camundongos.  Os animais foram 

anestesiados e o músculo cremáster exposto para visualização e filmagem sob 

microscopia de luz. Os dados foram obtidos como descrito detalhadamente em 

Material e Métodos. A denominação dos grupos indica tratamento sistêmico (sc) 

com SC560 e posterior injeção ie de LPS (nos grupos indicados). * - indica 

diferença significativa em relação a grupo controle (C). N=5. 
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Tabela 2 - Parâmetros hemodinâmicos dos animais submetidos à 
microscopia intravital. 
 

 

 

 

 

*- indica diferença significativa em relação ao grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

Grupo C LPS CX Indo SC560 

Diâmetro do vaso (m) 46.8±6.6 44.8 ± 8.47 39.9 ± 5.4 41.8 ± 3.4 40.7 ± 9.4 

Velocidade da hemácia (Vmean; 

/s) 

1.87 ± 0.15 1.78 ± 0.52 2.05 ± 0.5 2.00 ± 0.8 2.7 ± 0.8 

Estresse de cisalhamento (s-1) 0.33 ± 0.06 0.62 ± 0.12 0.61 ± 0.08 0.51 ± 0.07 0.81 ± 0.08 * 
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5- DISCUSSÃO 

 

O modelo de recrutamento de leucócitos induzido por LPS e o efeito de 

inibidores de COX  

 

O modelo experimental de migração leucocitária para a cavidade peritoneal é 

bem descrito, de fácil reprodução e é considerado um ensaio padrão para 

expressão de COX-2 por células inflamatórias (GROSSMAM et al, 1995). 

Nossos dados confirmaram que a injeção intraperitoneal de LPS é capaz de 

induzir recrutamento de leucócitos, principalmente de neutrófilos, corroborando 

dados anteriores que demonstram que o LPS é um potente estímulo para a 

adesão e infiltração de neutrófilos (ALLCOCK et al, 2000).  

A injeção de LPS na cavidade peritoneal parece ativar inicialmente 

neutrófilos, evento este que se mantém pelo menos até a 24a hora. A 

participação de outros tipos celulares, principalmente macrófagos, em eventos 

agudos do processo inflamatório já é bem descrita. A população residente de 

macrófagos pode controlar o recrutamento de neutrófilos induzido por vários 

estímulos pró-inflamatórios, como carragenina, endotoxinas e zymosan, 

principalmente quando o número de macrófagos residentes está aumentado 

experimentalmente. Em contrapartida, quando essas células são retiradas da 

cavidade peritoneal, a migração de neutrófilos frente a estímulos inflamatórios é 

diminuída (SOUZA et al, 1988). Assim, embora os neutrófilos sejam as principais 
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células presentes no lavado peritoneal, os macrófagos parecem exercer um 

papel-chave na cinética de recrutamento de leucócitos. 

A administração de LPS causou aumento no número de células presentes no 

lavado peritoneal, que pode ser atribuído principalmente à migração de 

neutrófilos e macrófagos. A migração de neutrófilos ocorre em estágios iniciais, 

estabilizando-se posteriormente com o aumento da dose de LPS, em que se 

observa então um aumento da migração de macrófagos. O aumento da dose de 

LPS para valores superiores a 3g/sítio não refletiu em aumento no número de 

células na cavidade peritoneal. Esses dados sugerem que, em altas doses, o 

LPS injetado na cavidade peritoneal dos animais poderia atingir a circulação 

sistêmica, inibindo o recrutamento de células através da síntese de óxido nítrico 

(NO) por células inflamatórias, que atuaria sobre a polimerização do 

citoesqueleto, interferindo nos processos de migração leucocitária (TAVARES-

MURTA et al, 2001; CLEMENTS et al, 2003). Há também evidências de que em 

situações de elevadas concentrações sistêmicas de LPS ocorre um rápido e 

seletivo acúmulo de neutrófilos no tecido pulmonar, sendo inclusive responsável 

pelas síndromes lesivas pulmonares agudas decorrentes de processos 

infecciosos e sepse (ABRAHAM et al, 2006; MATTHAY et al, 2003; 

ANDONEGUI et al, 2003). 

Deste modo, demonstramos que sob nossas condições experimentais o 

modelo de migração leucocitária para a cavidade peritoneal de ratos reproduz 

dados previamente descritos, possibilitando assim estudos posteriores.  
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Participação de prostaglandinas no recrutamento leucocitário para a 

cavidade peritoneal de ratos  

 

 Há na literatura científica trabalhos demonstrando o papel de diversos 

mediadores no processo de quimiotaxia e migração de leucócitos. Leucotrieno 

B4, fatores bacterianos, citocinas, quimiocinas, componentes do sistema do 

complemento e da cascata de coagulação (DELLINGER, 2003), dentre outros, já 

foram bem descritos como agentes que promovem migração leucocitária 

(MULLER, 2002).  

  A demonstração do envolvimento de prostaglandinas em eventos de 

migração leucocitária não é recente. DIAZ-PEREZ et al em 1976, demonstraram 

que dentre as diversas prostaglandinas estudadas, PGF2 foi a única que 

potencializou o potencial quimiotático da caseína em um modelo in vitro de 

quimiotaxia.  

No presente estudo, verificamos que a injeção intraperitoneal de PGF2 

induziu de maneira dose-dependente a migração de leucócitos para a cavidade 

peritoneal de ratos, diferente do ocorrido com a PGE2 onde tal efeito não foi 

observado (MENEZES et al, 2005). De fato, PGE2 é descrita como supressor da 

resposta imunológica, embora seja um potente agente hiperalgésico (FERREIRA 

et al, 1973). Foi demonstrado ainda que a exposição de células deciduais e 

placentárias de ratos ao LPS causou aumento da liberação de PGF2 (GU et al, 

1994; ARNTZEN et al, 1999) e esse mediador foi capaz de causar aumento da 
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adesão e migração de leucócitos nesses modelos experimentais (MINEGISHI et 

al, 2002).   

A partir de um estudo in vitro, ARNOULD et al (2001) demonstraram que 

PGF2 poderia ser um agente quimiotático para neutrófilos. Em neutrófilos 

humanos isolados, esse prostanóide parece agir via receptores FP presentes 

nessas células, já que a quimiotaxia in vitro induzida por PGF2 foi inibida por 

um antagonista de tais receptores, o composto PGF2 dimetil-amida. Embora 

dificuldades em se localizar receptores FP em neutrófilos de ratos tenham sido 

relatadas (WISE e JONES, 1994), recentemente foi descrito que esse 

prostanóide, juntamente com seu estereoisômero 911-PGF2, é um agonista 

para receptores quimiotáticos CRTH2 (chemoattractant receptor homologous 

molecule expressed by Th2 cells), reforçando a hipótese de que PGF2 possa 

exercer um papel importante na quimiotaxia de leucócitos (SANDIG et al, 2005).  

Reforçando tais dados, o pré-tratamento dos animais com inibidores seletivos 

de COX-2 não inibiu o recrutamento leucocitário induzido por injeção direta de 

PGF2 (dados não apresentados). Isso sugere que os efeitos observados com o 

tratamento com esses inibidores são devido à inibição da síntese de mediadores 

lipídicos. Demonstramos ainda que a reposição de PGF2 em animais pré-

tratados com um inibidor seletivo de COX-2 e posteriormente injetado com LPS 

restabelece a migração outrora inibida (MENEZES et al, 2005). Esses dados, 

somados aos achados em estudos in vitro de quimiotaxia direta desse mediador 

(ARNOULD et al, 2001), sugerem que PGF2 exerce um papel importante no 

recrutamento de leucócitos. 
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De fato, dosagens imunoenzimáticas da concentração de PGF2 no 

lavado peritoneal sugerem que esse mediador é liberado nas etapas iniciais do 

processo inflamatório deflagrado na cavidade peritoneal pelo LPS. Do ponto de 

vista da cinética dos leucócitos para a cavidade peritoneal, uma rápida liberação 

de PGF2 com atividade quimiotática seria importante para explicar a presença 

dos leucócitos observados em etapas subseqüentes da injeção da endotoxina 

bacteriana, a partir da 3a hora, como observado nesse trabalho. 

 

Efeito dos inibidores de ciclooxigenases (COXs) no recrutamento 

leucocitário in vivo e in vitro. 

 

A indometacina, um antiinflamatório padrão, tem como mecanismo de ação a 

inibição de ambas isoformas de ciclooxigenases (VANE et al, 1998). A eficácia 

na redução da migração de leucócitos nos modelos in vivo e na quimiotaxia in 

vitro pode ser justificada principalmente pela sua atividade sobre COX-2, uma 

vez que o inibidor seletivo de COX-1 não exibiu efeito inibitório sobre a migração 

celular em nenhum modelo estudado. 

O pré-tratamento dos animais com inibidores de COX-2 inibiu o recrutamento 

leucocitário induzido por LPS na 6a hora, sendo o rofecoxibe (0,7mg/Kg) o 

composto que apresentou a maior potência. A ineficácia inibitória dessas drogas 

(celecoxibe e rofecoxibe) na 3a hora, tanto no modelo envolvendo LPS quanto 

carragenina (dados não apresentados) pode ser explicada a partir de trabalhos 

que demonstraram que quantidades insuficientes de COX-2 são expressas 
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nesse tempo de inflamação (HLA & NEILSON, 1992). De fato, estudos têm 

demonstrado que a expressão de COX-2 aumenta após o início do processo 

inflamatório e atinge o pico de expressão do RNA mensageiro (RNAm) para 

essa enzima aproximadamente na 6a hora após o estímulo inflamatório, sendo 

que o RNAm para COX-1 se mantém inalterado, no mínimo, até a 24a hora 

(BEICHE et al, 1996). Esses dados sugerem que o recrutamento de leucócitos 

observado em tempos iniciais de inflamação (3 horas) é mediado, pelo menos 

em parte, por outros mediadores inflamatórios que possuem atividade 

independente da expressão de COX-2.  

Os inibidores de COX-2 utilizados em nosso trabalho foram obtidos a partir 

de formulações comerciais, de modo que a administração do composto ativo era 

acompanhada dos respectivos excipientes. Estudamos o efeito de um composto 

experimental também inibidor de COX-2, porém livre de excipientes (SC 236), e 

verificamos que o efeito inibitório sobre o recrutamento de leucócitos foi também 

observado. Portanto, admite-se que os efeitos observados sejam de fato por 

ação do princípio ativo desses medicamentos. 

A demonstração in vitro da eficácia do celecoxibe em inibir a migração de 

neutrófilos (câmara de Boyden) quando as células foram incubadas previamente 

ou mesmo quando os animais doadores de neutrófilos foram pré-tratados, 

reforça os dados previamente obtidos com o modelo de migração in vivo. A dose 

de 12mg/Kg parece ser adequada para estudos envolvendo efeitos 

antiinflamatórios dessa droga, tendo-se constituído uma dose-padrão inclusive 

para estudos em outros modelos de inflamação em nosso laboratório. O 
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celecoxibe, nesta dose, foi capaz de inibir a migração de neutrófilos para a 

gengiva, diminuir a perda óssea e reduzir a atividade de mieloperoxidase em um 

modelo de periodontite experimental em ratos (QUEIROZ-JÚNIOR, 2008; in 

press). A ineficácia no que se refere à inibição da migração de leucócitos para a 

cavidade peritoneal observada com o aumento da dose sistêmica de celecoxibe 

para 30mg/Kg sugere que de fato o efeito dessa droga nessa dose possa afetar 

sistemas diferentes do leucocitário, uma vez que quando as células foram 

retiradas no animal doador para estudos ex vivo o pré-tratamento com essa 

dose de celecoxibe se mostrou eficaz na inibição da quimiotaxia promovida pelo 

fMLP. 

Esses dados podem ainda ser analisados de maneira mais ampla com os 

resultados obtidos nos estudos de microscopia intravital. Mostramos que o 

celecoxibe interfere em todos os estágios do recrutamento leucocitário induzido 

por LPS, que abrange desde o rolamento até mesmo a transmigração destas 

células para os espaços perivasculares. Sendo assim, pode-se supor que tais 

efeitos derivem de uma modificação na expressão de moléculas de adesão, 

cruciais para os processos de migração de leucócitos. Estudos envolvendo o 

efeito do celecoxibe em modelos de artrite corroboram esses dados, 

demonstrando que a inibição da COX-2 por essa droga pode reduzir as 

interações entre leucócitos e endotélio e reduzir a expressão de moléculas de 

adesão (GEBHARD et al, 2005). De fato, parte dos efeitos antiinflamatórios 

representados pelos NSAIDs tem sido atribuída à ação dessas drogas através 

da inibição da expressão de L-selectina em neutrófilos in vivo e in vitro (DÍAZ-
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GONZÁLES et al, 1995), inibição da ativação de integrinas em leucócitos 

(GARCÍA-VICUÑA et al, 1997) e ainda inibição de E-selectina, I-CAM e V-CAM 

em outros modelos de estudo (SAKAI et al, 1996).  

O aumento do número de células em rolamento nos animais tratados com 

SC560 não tratados com LPS é uma questão interessante. Prostaciclina é 

produzida constantemente pela célula endotelial principalmente via COX-1 em 

situações fisiológicas e por COX-2 em situações de estresse vascular 

(AREHART et al, 2007; LIOU et al, 2000). Esse mediador possui atividade anti-

trombogênica e a perfusão de pacientes com esse mediador é capaz de reduzir 

os níveis de P-selectina em células endoteliais (SAKAMAKI et al, 2007, KOSEK-

LANGENECKER et al, 2003). Em modelos experimentais, a redução nos níveis 

de prostaciclina e de óxido nítrico pode aumentar a transmigração de leucócitos 

por aumentar a expressão de P-selectina (ALVAREZ et al, 2001). Esses dados 

em conjunto nos permitem sugerir que o aumento do número de leucócitos em 

rolamento induzido pelo tratamento com o SC560 neste modelo pode ser devido 

à inibição da síntese de prostaciclina pela célula endotelial, aumentando assim 

os níveis de P-selectina. E ainda, é plausível sugerir que exista um tônus 

fisiológico inibitório sobre o rolamento de leucócitos promovido pela COX-1 e 

conseqüentemente de seu produto (PGI2), assim como ocorre com o óxido 

nítrico (KUBES et al, 1991). Estudos envolvendo a dosagem do metabólito da 

prostaciclina (6-keto-PGF1), a utilização de anticorpos anti-P-selectina e 

determinação da expressão dessa selectina no endotélio sob tais condições 
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poderão fornecer dados importantes quanto ao papel regulador exercido pela 

COX-1, e conseqüentemente, de PGI2 nesse sistema. 

A reunião desses resultados sugere que a expressão de COX-2 é importante 

para o processo de migração leucocitária, principalmente de neutrófilos, em 

todos os modelos estudados neste trabalho. Ainda, a eficácia terapêutica dos 

inibidores de COX-2 pode ser justificada pela atividade em sistemas diferentes  

e complementares. 
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6- CONCLUSÕES 

 

I. Confirmou-se que a endotoxina bacteriana LPS é capaz de deflagrar um 

processo inflamatório quando administrada intraperitonealmente, de tal 

modo ser possível estudar a ação de drogas neste processo; 

II. PGF2 é um agente capaz de induzir migração de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal de ratos, o que pode constituir um modelo útil para o 

estudo de drogas com atividade antiinflamatória; 

III. A injeção intraperitoneal de LPS parece promover a liberação de PGF2 

principalmente nos instantes iniciais do processo inflamatório; 

IV. A isoforma mais importante envolvida com o recrutamento leucocitário em 

condições de inflamação parece ser a COX-2, enquanto a COX-1 parece 

exercer um papel regulatório em condições fisiológicas; 

V. A inibição da migração leucocitária in vivo promovida pelo celecoxibe 

também pode ser reproduzida em um modelo in vitro, sendo este efeito 

observado tanto em cultura de células quanto em pré-tratamento de 

animais doadores com essa droga;  

VI. Os inibidores de COX-2 podem exercer efeitos antiinflamatórios por 

interferirem na síntese de prostaglandinas e interferirem ainda nas 

interações leucócito-endotélio. 

VII. Os dados obtidos nos modelos experimentais envolvendo camundongos 

podem ser comparados àqueles obtidos em ratos, já que ambos grupos 

responderam de maneira similar aos tratamentos com as mesmas drogas. 
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8- Anexos 
 
Soluções utilizadas nesse trabalho: 
 
 
PBS – Phosphate Buffered Saline 
 
 
Na2HPO4          0,575g 
 
KH2PO4             0,130g  
 
NaCL          4,100g 
 
KCl                        0,100g 
 
Água destilada      q.s.p 500mL 
 
 
Solução de Turk 
 
Para 100 mL de solução: 
 

100mg de violeta genciana 
 

30 mL de ácido acético glacial 
 

70 mL de água destilada 
 
 
Solução de May-Grumwald e Giemsa 
 
Solução de May-Grunwald 
 

0,2% de azul de metileno em álcool metílico puro 
 
Solução de Giemsa 
 

0,3g de Giemsa em pó 
 

25 mL de glicerina 
 

25 mL de álcool metílico puro 
 
Adicionar uma gota para cada 1 mL de água destilada. 
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Solução para lise de hemácias 

Cloreto de amônio (0,16 M)                                     8,6 g/litro 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (0,17 M)         20,6 g/litro 

 

Salina tamponada por bicarbonato (irrigação em MIV) 

NaCl                       140 mM 

KCl                             5 mM 

MgCl2                         1 mM  

Glicose                      1 mM 

HEPES Ca2+            10 mM 

pH                              7.2 
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