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Participacdo do LTB, na Migracao de Neutréfilos Induzida por Heme

O heme é uma molécula essencial para os organismos aerébicos. Hemdlise severa
observada em estados patoldgicos como talassemias, malaria e sindromes de isquemia-
reperfusdo resultam em grandes quantidades de heme livre. Em diversos casos 0s
mecanismos endogenos de remoc¢do do heme livre ficam sobrecarregados, e entdo, o
heme exerce alguns efeitos tdxicos. O heme é capaz de induzir a migracdo de
neutrdfilos in vivo e in vitro, o que sugere um papel em processos inflamatorios em
doencas hemoliticas. O leucotrieno B4 (LTB,s) é um potente mediador lipidico da
inflamacédo derivado do metabolismo do &cido araquidénico (AA) pela 5-lipoxigenase
(5-LO). O LTB4 é um conhecido fator quimiotatico e ativador de neutrofilos, cujas
acOes sdo dependentes de sua interacdo com receptores de membrana BLT1 e BLT2,
seus receptores de alta e baixa afinidade, respectivamente. Corpusculos lipidicos (CLs)
sdo organelas envoltas por uma monocamada de fosfolipidios com uma composicao
lipidica Unica, um nucleo rico em lipidios neutros e composicao protéica variavel, com
papel emergente no processo inflamatorio. CLs sdo descritos como compartimentos
para sintese de eicosandides. Nosso objetivo é avaliar a participacdo de produtos da 5-
LO na migracdo de neutrofilos induzida por heme. Nds observamos que a migracao de
neutréfilos induzida por heme para cavidade peritoneal é dependente do LTBy:
avaliando através da deplecdo génica e inibicdo farmacoldgica da 5-LO, assim como
através do uso de antagonistas do receptor BLT1. A migracdo de neutrofilos induzida
por heme in vivo envolve macréfagos, desde que sobrenadantes de macrofagos
estimulados com heme apresentaram atividade quimiotatica. Ainda, em camundongos
que tiveram o numero de macrofagos peritoneais modulados por tioglicolato, a
migracdo de neutrdfilos induzida por heme resultou em recrutamento de neutrofilos
aumentado. No entanto, a migracdo de neutréfilos induzida por heme ndo envolve
participacdo de mastocitos, uma vez que a sua deplecdo ndo alterou a migragédo induzida
por heme. O heme foi capaz de induzir a liberacdo de LTB, in vivo e in vitro. Usando a
técnica de imunolocalizagdo de eicosanoides in situ, Eicosacell, foi observado que a
sintese de LTB, ocorre dentro dos corpusculos lipidicos. Nossos dados sugerem, entéo,
que a migragédo de neutréfilos induzida por heme in vivo requer a sintese e liberacéo de
LTB,, e que essa sintese ocorre em macréfagos dentro de corpusculos lipidicos.

Palavras chave: inflamacao, migracao de neutrofilos, LTB4, heme
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LTB, Participation on Neutrophil Migration Induced by Heme

Heme is an essential molecule to living aerobic organisms. Severe hemolysis observed
in pathological states such as sickle cell disease, malaria, and ischemia reperfusion
results in high levels of free heme. Endogenous mechanisms of removing free heme get
easily overloaded, leading to toxic effects. Heme induces human neutrophil migration in
vivo and in vitro, suggesting its role in inflammatory process associated with hemolytic
diseases. Leukotriene B4 (LTB,) is a potent lipid mediator of inflammation derived from
arachidonic acid (AA) metabolism by 5-lipoxygenase (5-LO). LTB, is a well known
neutrophil chemotatic and activator factor which actions are dependent on its
interactions with membrane receptors BLT1 and BLT2, high and low affinity,
respectively. Intracellular lipid bodies are organelles surrounded by a monolayer of
phospholipids with a unique fatty acid composition, a neutral lipid-rich core and a
variable protein composition, with emerging roles in inflammatory process. It is also
described as one of the compartments for eicosanoids synthesis. Our aim is to evaluate
the participation of 5-LO products on heme-induced neutrophil migration. We observed
that neutrophil migration induced by heme to peritoneal cavity is dependent on 5-
LO/LTB4/BLT1 evaluated by 5-LO genetic depletion and also by its pharmacological
inhibition, as well as by use of LTB, antagonists. Neutrophil migration induced by
heme in vivo involves macrophages, since supernatants from heme-stimulated
macrophages showed chemotactic activity. Moreover, in mice that have its peritonial
macrophage population increased by thioglycolate treatment, heme-induced migration
resulted in increased neutrophil recruitment. However, neutrophil migration induced by
heme does not involves mast cells, since its depletion did not alter neutrophil migration.
Moreover high amounts of LTB4 were detected in peritonial lavage fluid of heme
injected mice Macrophages stimulated with heme also release LTB, in a dose-response
manner. Using a imunolocalization of eicosanoids in situ technique, EicosaCell, it was
observed that LTB, synthesis induced by heme occurs inside lipid bodies in
macrophages. Altogether, this data suggest that neutrophil migration induced by heme
in vivo requires LTB, synthesis and release, and that synthesis occurs in macrophages,
inside lipid bodies.

Key words: inflammation, neutrophil migration, LTB,4, heme
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1.1) Inflamagéo

A descricdo da inflamacéo € antiga, tendo indicios em papiros egipcios datando de
3000 aC. Galen foi o primeiro a citar os quatro sinais cardinais da inflamac&o: rubor,
calor, tumor e dor (129-199 dC.). A perda da funcéo do local inflamado foi acrescentada
por Virchow em 1858 (Ryan, G.B. & Majno,G., 1977).

A inflamacdo é uma resposta do organismo a agentes infecciosos, dano tecidual ou
celular, ou a toxinas. Células da imunidade ao entrarem em contato com esses agentes
se tornam, entdo, ativadas e liberam uma gama de fatores que sdo os promotores dos
sinais cardinais da inflamac&o citados anteriormente. Essas reacGes inflamatdrias levam
ao recrutamento de células que véo ter por objetivo remover os agentes infecciosos,
remover componentes dos tecidos lesados e iniciar o reparo. A resposta inflamatoria
tem como objetivo proteger o organismo de maior dano tecidual e restaurar sua funcéo.
No entanto, em certas condicGes, a propria resposta imune pode causar danos ao tecido,
podendo levar até mesmo a faléncia do tecido ou mesmo do 6rgéo.

Em relacdo a agentes infecciosos, receptores que reconhecem padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMP) foram descritos, sendo os receptores semelhantes a
Toll (TLR) e aqueles semelhantes a NOD (NLR) os mais bem estudados,
principalmente a respeito de infec¢Oes bacterianas (Harris, H.E. & Raucci, A. 2006;
Medzhitov, R, 2008). Aliados a esses receptores que reconhecem PAMPS, outros
receptores como os que reconhecem DAMPs (sigla que engloba moléculas associadas a
dano), receptores “scavengers”, receptores de manose, receptores de complemento,
receptores de imunoglobulinas e receptores de dectina s&o conhecidos como receptores

de reconhecimento de padrdo (PRR).
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No entanto, em certos casos, injuria e morte celular ocorrem em um ambiente
estéril, sendo os mais comuns o trauma, isquemia e isquemia-reperfusdo. Embora essas
respostas inflamatdrias ocorram na auséncia de infeccdo, eles induzem muitos eventos
comuns as respostas inflamatdérias a microorganismos como ativacdo de células
dendriticas e recrutamento de neutrofilos e macrofagos. Exatamente como a injuria
tecidual é detectada na auséncia de infecgdo, e quais eventos moleculares disparam a
resposta inflamatoria, ainda é pouco entendido (Jiang, D. et al., 2005; Mollen, K.P. et
al., 2006; Wu, H. et al., 2007). Apesar da grande quantidade de trabalhos que
demostram a participacdo de TLRs e de outros receptores da imunidade inata na

detecc¢do da injuria estéril.

O reconhecimento inicial desses padrGes moleculares é feito por PRRs
localizados em células residentes de tecidos, podendo citar macréfagos, células
dendriticas, mastdcitos entre outras. Essas células respondem a esse reconhecimento
através da liberacdo de mediadores inflamatorios, como sugerido por Thomas Lewis
(Ryan, G.B. & Majno, G., 1977). Dentre esses mediadores inflamatorios se encontram
aminas vasoativas como histamina, citocinas como TNF-o (fator de necrose tumoral-
alpha), IL-1 (interleucina-1), quimiocinas e eicosandides (como prostaglandinas e
leucotrienos-LTs). Dentre os efeitos da liberacdo desses mediadores estdo o
extravasamento de proteinas plasmaticas e o recrutamento de leucocitos, principalmente
de neutrofilos (Soter N.A. & Austen K.F., 1976; Gauldie, J. et al.,1985). Um resumo

esquematico do desencadeamento da resposta inflamatoria pode ser visto na figura 1.

Com a chegada inicial de neutréfilos, e posterior de mondcitos (que se
diferenciam em macro6fagos no tecido) ocorre a tentativa de eliminar o agente causador

da injaria, podendo este ser um patdgeno, quando, entdo, os neutréfilos vdo tentar


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soter%20NA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Austen%20KF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gauldie%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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elimina-lo através da liberacdo do conteudo de seus granulos, espécies reativas de
oxigénio (ROS), de nitrogénio (RNS) e elastases. No caso de ser uma injuria causada
por estresse celular ou mau funcionamento de alguma célula, principalmente
macrofagos sdo requisitados para ajudar esse tecido afetado a superar o estresse e

restabelecer sua funcionalidade (Medzhitov, R. 2008).

P & S
5 852 e

. QUIMIOClNA g "

AMINAS VASOATIVAS I
CITOCINAS

&
&

@
\@
P
G
>

EICOSANOIDES

PRR
DAMP i

& . . ©

Macrofago residente  Mastocito residente  Mondécito sanguineo  Linfécito sanguineo

& & 1

PAMP

Eosinéfilo  Neutréfilo  Receptor Receptor Receptor presente em

sanguineo sanguineo localizadoda citosolico membranas de
membrana endossomos/lisossomos
plasmatica

Figura 1: Reconhecimento e ativacdo de mastdcitos e macréfagos residentes de tecidos
e desencadeamento da resposta inflamatoria com liberacdo de mediadores inflamatorios,
extravasamento plasmatico e celular
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Uma resposta inflamatoria bem sucedida resulta na eliminacdo do agente
causador da injuria, seguida da resolucdo e reparo do tecido, que vai ocorrer,
principalmente, por macrofagos residentes e recrutados (Serhan, C. N. & Savill, J.,
2005). Sendo a troca na liberacdo dos mediadores, principalmente dos mediadores
lipidicos, como a diminuicdo na liberacdo de prostaglandinas (pro-inflamatdrias) e
aumento na liberacéo de lipoxinas (antiinflamatdrias) (Serhan, C. N. & Savill, J, 2005;

Serhan, C. N., 2007).

1.1.2) Neutrdfilos na Inflamacéo

Neutrofilos representam 50% a 60% do total de leucdcitos circulantes e atuam na
defesa contra agentes infecciosos ou substancias ndo proprias que penetram as barreiras
fisicas do corpo. Estas células sdo produzidas na medula 6ssea em uma taxa de 10*

células por dia (Smith, J.A., 1994).

Morfologicamente, 0s neutréfilos sdo células terminalmente diferenciadas, ricas em
granulos citoplasmaticos e apresentam um nucleo com a cromatina densa e lobulada,
sem nucléolo. Os granulos contém varios receptores, componentes enzimaticos e
proteinas antimicrobianas, como CD63, CD68, defensinas, elastases, citocromo b e

lactoferrina (Borregaard, N. et al., 1995; Smith, J.A., 1994).

Os neutrofilos sdo células classicamente caracterizadas como sendo as primeiras
células a chegar ao foco inflamatério. Isso se deve aos mediadores inflamatérios
liberados por células residentes do tecido que sofreu a injaria (Soter, N.A. & Austen
K.F., 1976; Gauldie, J. et al.,1985). Esses mediadores inflamat6rios levam a um
extravasamento de proteinas plasmaticas e de neutréfilos. Esse extravasamento seletivo

de células ocorre devido a uma ativacdo das células endoteliais que passam, entdo, a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Soter%20NA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Austen%20KF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Austen%20KF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gauldie%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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expressar moléculas de adesdo como selectinas (Jutila, M.A. et al.,1989) que se ligam

selectinas presentes em neutréfilos (Fries, J.W. et al.,1993).

H& quase 200 anos atras, Metschnikoff ja descrevia a migracdo de leucdécitos e
fagocitose. O primeiro modelo sugerido ficou conhecido como o paradigma de
multiplos passos da migracdo e apresentava trés etapas para a migracdo de leucdcitos:
(i) rolamento dos leucdécitos pelas células endoteliais mediado por selectina, (ii) os
leucdcitos fracamente aderidos ao endotélio se encontravam tdo proximos deste que,
entdo, se tornavam ativados por quimiocinas presentes na regido apical do endotélio e
(iii) ades&o firme dependente de integrina (Butcher, E. C., 1991; Springer, T. A., 1995).
Com o0 avango nas pesquisas, poOde-se observar que essas trés etapas para a
transmigracdo s&o um pouco mais divididas, como pode ser visto na figura 2, onde o
rolamento mediado por selectina ganhou uma subdivisdo, o rolamento lento. A etapa
dependente de integrina também passou a ser caracterizada por pelo menos dois
eventos, a mudanca de rolamento para firme adesdo (que é mediado pelo aumento da
avidez do leucécito pelo endotélio) e uma fase seguinte onde se observa a estabilizacao
da adesdo. Sendo ainda adicionada mais uma etapa, 0 rastejamento intravascular que

antecede a transmigracdo (van Buul, D.J. et al., 2004; Ley, K. et al., 2007).

As moléculas de adesdo envolvidas na interacdo leucocito-endotélio podem ser
divididas em trés familias principais: selectinas, integrinas e a super familia das
imunoglobulinas. As selectinas sdo uma familia de moléculas de adesdo que medeiam
interacOes adesivas entre endotélio, leucdcitos e plaquetas. L-selectinas sdo expressas
constitutivamente pela maioria dos leucécitos circulantes e pode se ligar a carboidratos

encontrados em varias células endoteliais incluindo P-selectina e E-selectina. P-
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selectina é constitutivamente presente em células endoteliais e plaquetas e podem ser

rapidamente expressa na superficie celular de células endoteliais e neutréfilos por trans-

LFA1-ICAM1
VLA4-VCAM1
a,P;-integrina
o8l . Sinalizacdo | MAC1
VLAS daselectina | Quimiocinas | ICAM1
ativacao _,
captura
Adesao, . Transmigracao
rolamento Rolamento lento ~ parada Rastejamento gras

|
Células endoteliais Membrana basal

Adaptado de Ley, 2007

Figura 2: Cascata de adesdo de leucdcitos ao endotélio e transmigracéao.

locacdo de moléculas pré-formadas e estocadas em corpusculos de Weibel-palade e
granulos alpha, respectivamente. E-selectina é restrita a células endoteliais, e sua
expressdo é regulada em resposta a IL-1B, TNF-o ¢ LPS (lipopolissacarideo). Ja as
integrinas presentes nos leucdcitos reconhecem ligantes da superfamilia das
imunoglobulinas presentes no endotélio como ICAM-1 (molécula de adesdo
intercelular-1), ICAM-2 e VCAM-1 (molécula de adesé@o de celula vascular-1). Tanto
ICAM-1 como ICAM-2 sdo expressas constitutivamente em celulas endoteliais. No
entanto, ativacdo por citocinas como IL-1p e TNF-a podem regular positivamente a

expressao de ICAM-1. Ja na migracdo transendotelial as moléculas PECAM-1
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(molécula de adeséo de plaquetas e células endoteliais) séo as protagonistas (Elliot, N.S.
& Wallace, J.L., 1998; Panés, J. et al., 1999).

Diversos fatores atuam como quimioatraentes para neutrofilos. Eles podem,
inicialmente, ser divididos em diretos e indiretos. Sendo os diretos aqueles capazes de
induzir migracdo in vitro, como o fMLP (formil-metionil-leucil-fenilalanina),
leucotrieno B4 (LTB,), C5a e IL-8, e os indiretos, aqueles incapazes de causar migracao
in vitro, mas que o fazem in vivo, como IL-1, TNF-a e LPS, por meio de um mecanismo
dependente da liberacdo ou producdo de outras substancias (Harada. A., et al., 1994;
Yokomizo, T. et al., 1997).

Os receptores de fatores quimioatraentes diretos em neutréfilos sdo receptores
com sete dominios transmembranares e acoplados a proteina G. Esses receptores
iniciam adesdo e motilidade via proteinas G, levando a ativacdo de integrina por uma
sinaliza¢do “de dentro para fora” (inside-out), seguida por polimeracdo coordenada de
actina, esticando a parte da frente da célula (em direcdo ao gradiente formado por
quimioatraente) e contraindo a parte de tras. A migracdo direcional de leucdcitos €
acompanhada da polarizacdo do corpo celular, de citoesqueleto de actina e tubulina, e
de uma grande variedade de proteinas de sinalizacdo intracelular como PI3K
(Fosfatidilinositol 3 Quinase.), PTEN (Fosfatase supressora de tumor com homologia
com tensina), GTPases do tipo Rho, e subunidades By da proteina G.

Ao chegar ao foco da inflamacdo os neutrofilos tentardo eliminar o agente
injuriante através da fagocitose de patdgenos e da liberacdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, e de conteudo granular como proteinase 3, defensinas, elastase

entre outros (Borregaard, N. et al., 1995; Medzihtov, R., 2008).


http://www.bloodjournal.org/cgi/reprint/79/4/1049.pdf
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1.2) Leucotrieno B,

A biossintese do LTB,, e dos demais leucotrienos é resultado da atividade da
enzima 5-Lipoxigenase (5-LO). Esta, com auxilio de sua proteina ativadora (FLAP)
oxigena no carbono 5 do &cido araquidénico livre, que foi recém hidrolisado de
fosfolipidios de membrana pela fosfolipase A, (PLA;), e em seguida o desidrata,
gerando o entdo, o primeiro LT, o LTA4, que é um intermediério instavel. O LTA, pode
sofrer a acdo de duas enzimas: a LTC, sintase ou a LTA4 hidrolase. Quando
metabolizado pela LTC, sintase, o LTA, é conjugado a uma glutationa dando origem ao
LTC,. Por acdo de duas peptidases, o LTC, pode dar origem ao LTD,4 e ao LTE,, estes
trés conhecidos como cisteinil-LTs, que foram inicialmente descritos como substancia
de reacdo lenta da anafilaxia na década de 30, sendo posteriormente associados com
asma e reacOes de hipersensibilidade (Palmblad, J. et al., 1981, ZIPSER, R.D. &
LAFFI,G., 1985). O LTA4 quando sofre a acdo da LTA, hidrolase, gera o LTBy
(Henderson, W.R., 1994). Um resumo da cascata da enzima 5-LO pode ser visto na
figura 3.

LTB4 é um potente mediador lipidico com propriedade quimioatraentes que €
rapidamente gerado por leucdécitos, por exemplo neutréfilos, macro6fagos e mastdcitos
quando ativados. Ele tém grande papel na resposta inflamatoria, sendo descrito em
diversas doencas inflamatdrias como asma, reacdes de hipersensibilidade, psoriase e
artrite reumatoide (Henderson, W.R., 1994; Ohnishi, H et al., 2008). Ele tem suas
atividades bioldgicas exercidas atraves de seus dois receptores, o BLT1 e o BLT2
(Borgeat, P. e Samuelsson, B., 1979; Yokomizo, T. et al., 2000). O receptor BLT1 é o
receptor de alta afinidade do LTB,, enquanto o BLT2 apresenta uma menor afinidade.

Ambos sdo receptores com sete dominios transmembranares e acoplados a proteina G.



31

Dentre as acOes descritas para 0 LTBy, se encontram a quimiotaxia de neutréfilos, assim
como sua desgranulacdo, adesdo e aumento da sobrevida. Além das acGes do LTB4
sobre neutréfilos, ja foi descrita a expressao do seu receptor de alta afinidade, BLT1, em
diversos tipos celulares como macréfagos, células de musculo liso, células endoteliais,
células T ativadas, mastdcitos e células dendriticas (Mathis, S. et al., 2007). Em
camundongos a expressao do receptor BLT2 ja foi descrita em diversos tipos celulares,
sendo o baco e leucécitos de sangue periféricos 0s que se mostraram com maior
expressao (Yokomizo, T. et al., 2000). No entanto suas fungfes ainda ndo estdo claras
(Mathis, S. et al., 2007).

Diferentemente de outros mediadores inflamatorios, os LTs ndo ficam estocados
como componentes pré-formados dentro de suas células secretoras. Na verdade eles sdo

sintetizados de novo a partir de fosfolipidios de membrana (Henderson, W.R., 1994).

o Moo

5-Lipoxygenase
FLAP (oxygenase) l+02

H_OC

5-Lipoxygenase \ H [ OOH

FLAP (LTA, synthase)
S-HETE
LTA,
Lipoxins -~
LTA,-hydrolase LTC, -synthase
{neuwphia monocyles) imast cells, eosinophils)

Cysteinyl-leukotrienes

. R= — Cys—Gly e | 3 CyslTl
N "'1‘4 Glu w”
R= —Cys—Gly LTD, e cysiT2
BLT1 BLT2 &y
R= —Cys LTE,

Modificado e adaptado de Radmark, O et al., 2007

Figura 3: Cascata da enzima 5-LO.
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1.3) Corpusculos Lipidicos

Os corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas ricas em lipidios e que
sdo encontradas em células de plantas, bactérias e animais (Murphy, D.J., 2001).
Também conhecidos como goticulas lipidicas (“lipid droplets™), corptsculos lipidicos
sdo organelas osmiofilicas, compostas de um centro rico em lipidios neutros e uma
composicdo protéica varidvel. Em contraste a dupla camada lipidica encontrada em
outras organelas, corpusculos lipidicos sdo envoltos por uma monocamada de
fosfolipidios (Dvorak, A.M. et al., 1983; Murphy, D.J., 2001; van Meer, G. 2001;

Tauchi-Sato, K. et al., 2002 ).

Corpusculos lipidicos sdo destruidos por coloragdes convencionais, como
aquelas em que os reagentes tém por base o alcool, como May-Grunwald-Giemsa que
causa a dissolucdo dos corpusculos lipidicos (Pacheco, P. et al., 2002). Para
visualizagdo de corplsculos lipidicos as células precisam ser fixadas com
paraformaldeido (DiDonato & Brasaemle, 2003) e coradas com 6smio (Weller, P. et al.,
1991; Bozza, P.T. et al., 1996), oil red O, ou Nile red, entre outros (D’Avila, H. et al.,
2008).

Diversos estudos vém mostrando que a biogénese de corplsculos lipidicos
envolve transferéncia de lipidios e proteinas do reticulo endoplasmatico, mas o processo
exato ainda precisa ser apurado (Bozza, P.T. et al, 2009).

Embora no passado a presenca de corpusculos lipidicos estivesse associada
apenas com estoque e transporte de lipidios, hoje ja esta bem estabelecido que essas
organelas sdo estruturas dinamicas, funcionalmente ativas e altamente reguladas (Bozza,
P.T. et al., 2007). Somado a isso, esta bem caracterizado que leucocitos de mamiferos

ndo estimulados apresentam um numero pequeno de corpusculos lipidicos, e esse
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numero se encontra aumentado em respostas inflamatdrias, em células como neutrdfilos,
macrofagos e eosinofilos, mas também em outras células que ndo leucdcitos, como
células endoteliais. O acumulo de corpusculos lipidicos em leucdcitos ja foi descrito
tanto em casos clinicos, como experimentais, incluindo neoplasias, sepse bacteriana,
inflamacéo alérgica pulmonar, entre outras patologias (Bozza, P.T. et al., 2009).

No contexto da resposta inflamatoria, ja foi descrita a presenca de diversas
citocinas e quimiocinas dentro dos corpusculos lipidicos, como TNF-a, RANTES, IL-6
(Lim, K.G. et al., 1996). Porém grande avanco foi feito no estudo da producao de
eicosandides dentro dos corpusculos lipidicos. A producdo de eicosanoides ja foi
descrita como ocorrendo em trés compartimentos celulares: membrana perinuclear,
fagossomos e corpusculos lipidicos (revisado por Bandeira Melo e comunicado
oralmente). Sobre a producdo de eicosandides em corpusculos lipidicos, inicialmente foi
descrita uma correlacdo entre a génese de corpusculos lipidicos e aumento da producéo
de eicosandides LTB, e PGE; (prostaglandina E;). Através de outras metodologias foi
possivel observar ndo s6 uma correlagdo entre aumento de corpusculos lipidicos e
producdo de eicosanoides, como a localizacdo de diversas proteinas envolvidas na
sintese de eicosanoides nos corpusculos, como PLA,, 5-LO, 15-LO, COX-2, LTC,
sintase. Sendo ainda possivel visualizar a formagdo “in situ” desses eicosandides como

LTB,4, LTC4 e PGE,, em resposta a estimulos in vitro e in vivo (Bozza, P.T. et al, 2007).

1.4) Heme

O heme é uma molécula altamente conservada na natureza, presente desde
procariotos. E composto de um fon de ferro ligado a um anel tetrapirrélico (figura 4)
(Beri, R. & Chandra, R. 1993). O heme é uma molécula que atua como grupamento

prostético de diversas proteinas, entre elas, hemoglobina, mioglobina, citocromo,
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catalases, desenvolvendo diversas funcbes como, por exemplo, transporte e
armazenamento de oxigénio, trasnporte de elétrons, detoxificacao de drogas, sinalizagdo
celular, diferenciacdo celular e proliferacdo (Abraham, N.G. et al., 1983, 1988; Beri, R.

& Chandra, R. 1993; Sassa, S. & Nagai, T., 1996; Ponka, P., 1999).

CH, — 1l .—. — CH,
cuo, L~ N—ca,

Figura 4: Estrutura quimica do heme. (Wagener, F.A.T.G., et al., 2003)

O heme ¢ sintetizado em todas as células nucleadas humanas por um processo
que envolve uma série de reacfes enzimaticas ocorrendo parte no citoplasma e parte na
mitocondria.

O heme pode ser catabolizado pela heme-oxigenase (HO), que é uma enzima
limitante no catabolismo do heme, gerando biliverdina, ferro e monoxido de carbono
(CO). A biliverdina e rapidamente convertida a bilirrubina pela biliverdina redutase. E
tanto a bilirrubina, quanto o CO e ferro apresentam efeito citoprotetor (Wagener,

F.AT.G,, etal., 2003).

1.4.1) Resposta Inflamatdria ao Heme
Em eventos fisioldgicos onde ocorre hemdlise, tanto hemoglobina, quanto heme

sdo liberados na circulacdo. Existem proteinas plasmaticas que sdo responsaveis pela
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remocao de hemoglobina e heme da circulacdo, sdo elas, haptoglobina e hemopexina,

respectivamente (Tolosano et al., 2002; Kumar, S. & Bandyopadyay, U., 2005).

Porém, em algumas situagdes patoldgicas onde ocorre grande liberagdo de heme
na sua forma livre, como por exemplo na maléria, hemorragias, isquemia-reperfuséo,
anemia hemolitica, talassemias, midlise, entre outras doengas, 0s sistemas de remog¢éo
do heme ficam sobrecarregados e entdo o heme exerce alguns efeitos toxicos como
geracdo de espécies reativas de oxigénio, injuria a 6rgdos, hemolise e pode ainda
desencadear uma resposta inflamatoria, como estd simplificado na figura 5 (Kumar, S.

& Bandyopadyay, U., 2005).

Isquemia-reperfusdo Anemia hemolitica

Hemorragias \‘\ //Talassemias

Malaria ——— Heme  «——— Midlise

l Injuria Celular e

toxicidade ao orgao Inflamagéo

RBC
Estresse Oxidativo / \\

Rupturade Mudancasem  Deplegiode
membranas proteinasdo GSH, ATP

citoesqueleto
Peroxidagdo Danoao Danode
lipidica DNA proteinas

Hemdlise

Adaptado Kumar, 2005 (Toxicology Letters)

Figura 5: Efeitos toxicos do heme livre.

Ja foi descrito que o heme é capaz de induzir a expressdao de moléculas de
adesdo em células endoteliais e sanguineas tanto in vivo como in vitro (Wagener,
F.AD.T.G. et al., 1997; Wagener, F.A.D.T.G. et al., 2001 ), assim como promover o
aumento da permeabilidade vascular e do influxo de leucécitos (Wagener, F.A.D.T.G.

etal., 2001).
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Em leucdcitos, ja foi descrito que o heme é capaz de induzir a migracdo de
neutrofilos in vivo, no modelo de pleurisia em ratos e in vitro, no modelo de cdmara de
Boyden com neutréfilos humanos por Graga-Souza, A.V. e colaboradores (2002). A
migracdo de neutrdfilos in vivo em camundongos induzida por heme também foi
estudada por Figueiredo, R.T. e colaboradores (2007) onde verificou-se que 0 TLR4 néo
€ necessario nesse processo, assim como para a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e expressdao de HO. Ja, Porto, B.N. e colaboradores (2007) observou que a
migracdo de neutrofilos humanos induzida por heme in vitro depende de cascatas de

sinalizacdo caracteristicas de quimioatraentes, como receptores acoplados a proteina G.

Figueiredo, R.T. e colaboradores (2007) mostrou que heme induz a liberacao de
TNF-a por macroéfagos humanos e murinos in vitro, e a liberagdo de KC in vitro por
macréfagos murinos, sendo essa liberacdo dependente de TLR4. No entanto, ndo foi
capaz de induzir a liberacdo de TNF-a in vivo ap6s injecdo intraperitonial de heme, nem

a liberacdo de IL-6 e IP-10 por macr6fagos murinos in vitro.

Um terceiro aspecto importante da resposta inflamatoria, a geracdo de ROS (um
evento envolvido no processo de “killing” de patogenos) foi avaliado por Porto, B.N. e
colaboradores (2007) e Figueiredo, R.T. e colaboradores (2007). No trabalho de
Figueiredo é demonstrado que o heme ndo depende de TLR4 para gerar ROS. Enguanto
que Porto demonstra que a inducdo da geragdo de ROS induzida por heme envolve

receptores acoplados a proteina Ga; e PI3K.

Ainda sobre os efeitos do heme sobre neutréfilos, Graga-Souza e colaboradores
(2002) mostraram que ele é capaz de disparar o “burst” oxidativo e a polimerizagdo de
actina, enquanto que Arruda e colaboradores (2004) demonstraram que o heme era

capaz de retardar a apoptose de neutréfilos. Todos esses dados sugerem que o heme é
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um potente ativador de neutréfilos, e o faz de forma semelhante a diversos

quimiotéticos para neutrofilos j& descritos como LTB, e IL-8.
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Objetivos
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Objetivo Geral

Estudar os mecanismos pelos quais a molécula heme induz a migracdo de

neutrofilos para cavidade peritoneal em camundongos.

Objetivos Especificos

1) Avaliar o envolvimento de células residentes da cavidade peritoneal;

2) Avaliar a participacdo de produtos da 5-LO no processo de migragdo de

neutrofilos induzido por heme.

3) Estudar o sitio de producdo de LTB, in vivo induzido por heme.
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Materiais e Métodos
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4.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, SV129, além de camundongos
deficientes para enzima 5-LO (5-LO™), todos pesando entre 18-22g. Os animais foram
mantidos sob condicdes de temperatura (23-25°C) e ciclo claro/escuro controlados, com
livre acesso a racdo e agua. Os animais deficientes foram obtidos da Jackson Farm e
mantidos no Laboratorio de Animais Transgénicos do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o comité de ética para
animais de experimentacdo do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (Lei n® 11.794, de 08.10.2008).

4.2 Reagentes e Ferramentas farmacoldgicas

4.2.1 Tampao Salina-Fosfato (PBS)

8,09
Cloreto de Sodio P.A. (Merk)
Cloreto de Potassio (Merk) 0,29
Fosfato de Sodio dibasico P.A. (Merk) 1,15¢
Fosfato de Potassio monobasico P.A. (Merk) 0,2¢g
Agua Mili-Q gsp. 1L

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCI e a solucéo filtrada e autoclavada antes

de utilizada.
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4.2.2 PBS Heparinizado

Heparina (Cristalia) 5Umlt

4.2.3 Liquido de Turk

Acido Acético glacial P.A. (Merk) 20 mL
Cristal Violeta (Merk) 50 mg
AguaMili-Q gsp 1L

4.2.4 Pandtico (Hema 3 Stain Set )

As laminas foram coradas de acordo com as especificacdes do fabricante (Fisher
Diagnosis, VA).

4.2.5 Meio de Cultura “Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM)

DMEM (Sigma) 10,4 ¢
Bicarbonato de Sodio P.A. (Merk) 3,79
Penicilina 100 U mL™
Streptamicina 100 pg mL™
Agua Mili-Q gsp 1L

O pH foi ajustado para 7,2 e o0 meio filtrado em milipore 0,22 pum.
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Via de
Dose usada : <
adminstracao

Heme (Porphyrin
Products) dissolvido em 50 nmoles i
DMSO (Dimetil P-
Sulfoxido)
Zileuton (ABOTT)
dissolvido em DMSO 1% 3mg kg™ i.v.
AA861 (BioMol)
dissolvido em etanol 5% 3 mg kg™ s.C.
CP 105,696 (BioMol)
dissolvido em PBS 3 mg kg™ s.C.
LY292476 (Ely Lilly)
dissolvido em PBS 2 mg kg™ s.C.
Tioglicolato (DIFCO) 3%
H,O (autoclavado) 1 mL i.p.
Composto 48/80 (Sigma)
dissolvido em PBS 0,6 mg kg™ 2vezes ao dia por 3 dias, e no 4° .p.

dia 2 doses de 1,2 mg/kg
Anticorpo a-LTB4 1:1
(Cayman Chemicals)
Anticorpo secundario o- 1:1000
Rabbit Alexa 488
Anticorpo policlonal a- 1:300
ADRP (Research
Diagnosis)
Anticorpo secundario o- 1:1000

Guinea Pig Alexa 546

4.3 Métodos

4.3.1 Recrutamento de Neutrdéfilos Induzido por Heme

O recrutamento de neutréfilos foi avaliado nas diferentes linhagens de camundongos

utilizadas apds a administracdo i.p. de heme (50 nmoles) ou salina (com adicdo do

mesmo volume de DMSO utilizado na injecdo do heme). Quatro horas ap6s a aplicacdo

do estimulo, os camundongos foram sacrificados em camaras de éter, sendo a cavidade
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peritoneal lavada com 3 mL de PBS heparinizado. Do exudato obtido, foram feitas as
contagens total e diferencial das células presentes e o sobrenadante (centrifugado)
congelado a -20°C para ser usado nas dosagens de LTB4. Em alguns experimentos, 0s
animais receberam pré-tratamento com zileuton (3mg Kg™; 20 min antes do ensaio;
i.v.), AA 861 (3mg kg™; 30 min antes do ensaio; s.c.), CP 105,696 (3mg kg™; 30 min
antes do ensaio; s.c.), LY292476 (2mg kg™; 30 min antes do ensaio; s.c.), composto
48/80 (Sigma; 0.6 mg kg™, i.p., duas vezes ao dia por 3 dias e 1,2 mg kg™, i.p., no
quarto dia, e o desafio com heme realizado no quinto dia), injecdo de agua destilada (1
mL, i.p., 72 h antes) ou Tioglicolato 3% (1 mL, i.p., 72 h antes) antes da administracao

de heme.

4.3.2 Contagem Total das Células Recuperadas

Aliquotas de 20 pL do lavado peritoneal foram diluidas em liquido Turk, na proporcéo
1:20, sendo a contagem realizada na camara de Neubauer, com auxilio de microscopio

Optico (aumento de 40x) e contador manual.

4.3.3 Contagem Diferencial das Células Recuperadas

Os esfregacos para contagem diferencial foram preparados em citocentrifuga
(Citocentrifuga - Incibras) e corados com Corante Hema 3 Stain Set, sendo as células
examinadas em microscopio optico (Olympus CX31, Tokio, Japdo) através da objetiva
de imersdo em Oleo (aumento de 100x). Foram contadas 100 células por lamina,
diferenciando-se trés tipos celulares: neutrofilos, eosinodfilos e células mononucleares.

Através da percentagem de neutrdfilos e da quantidade de células presentes na cavidade
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peritoneal (dada pela contagem total) obteve-se o numero de neutrofilos presentes na

cavidade peritoneal.
4.3.4 Obtencéo de Macrofagos Peritoneais

Apos lavagem da cavidade peritoneal dos camundongos com PBS heparinizado, o
exudato foi centrifugado. Suspensdes de células peritoneais obtidas de camundongos
C57BI/6 foram resuspendidas na concentracio de 1x10° cels mL™* em DMEM sem soro
fetal bovino, sendo imediatamente plaqueados 1,5 mL por poco da placa de 24 pocos, e
incubados por 1 h a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Apds esse periodo, as células
foram lavadas com meio incompleto, para remoc¢do das células ndo aderentes, e
incubadas por 30 min com heme (em trés doses diferentes- 3, 10 e 30 nmoles). Ao final
dos 30 min, o heme foi removido, e as células lavadas com meio incompleto e mantidas
com 1 mL de meio fresco sem soro fetal bovino por 6 h a 37°C e atmosfera de 5% de
CO,. Apos esse tempo, o meio foi recolhido em tubos de 15 mL e centrifugados (1500
rpm por 8 min), e o precipitado descartado. Esse sobrenadante foi utilizado para
avaliacdo de fatores quimiotaticos para neutrofilos assim como para determinacdo de

LTBa.

4.3.5 Injecdo do Sobrenadante de Macrofagos Estimulados com Heme

O sobrenadante obtido no item 4.3.4 foi injetado na cavidade peritonial de

camundongos e apos 4 h a migracao foi avaliada como descrito anteriormente.
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4.3.6 EIA (Ensaio Ligado a Enzima)

As concentragbes de LTB,4 nos sobrenadantes (in vitro) e exudatos (in vivo) foram
determinadas por EIA (ensaio ligado a enzima) (Chayman Chemicals, USA) de acordo
com as especificages do fabricante. A placa recoberta com anticorpo fornecida no kit
foi adicionada as amostras ou LTB, (para formar a curva padrdo), tragador e anticorpo,
e incubado por 18 h em ambiente a 4° C, imido e protegido de luz. Apds o periodo de
incubacéo, o conteddo da placa foi descartado e os pogos foram lavados com tamp&o do
EIA adicionado 0,05% de Tween 20 por 5 vezes. Ao final da lavagem, foi adicionado ao
pogo 200 pL de reagente de Ellman, que ¢ o substrato da enzima acoplada ao tragador.
Entdo a placa foi lida no leitor de ELISA no comprimento de onda de 405 nm no leitor
de placa SpectraMax 250 (Molecular Devices) e analisado no programa SoftMax 4.8

(Molecular Devices).

4.3.7 ELISA ("Ensaio Imunosorbente Ligado a Enzima)

As concentracOes de IL-1p no exudato (in vivo) foram determinadas por ELISA (ensaio
imunsorbente ligado a enzima) (Peprotech) de acordo com as especificacbes do
fabricante. No primeiro dia de ensaio a placa (GBioOne) foi recoberta com anticorpo
anti-1L-1p murina purificada por 18 h. Apds esse periodo a placa foi lavada com PBS
0,05% Tween 20, e entdo, bloqueada por 2 horas com PBS 1% BSA em temperatura
ambiente. Ao final, a placa foi lavada 4 vezes, e em seguida as amostras e a curva foram
aplicadas na placa e incubadas por 2 h. Ao final desta incubacéo, a placa foi mais uma
vez lavada, e ¢ aplicado o anticorpo de deteccao (0,5 pg/mL) e incubado por 2 h. Ao

final, a placa foi lavada novamente, e foi aplicado a avidina conjugada a HRP
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(horseradish peroxidase) por 30 min e ao final, a placa foi revelada com uso de TMB
(tetrametilbenzidina) e a leitura no leitor de ELISA no comprimento de onda 450 nm no
leitor de placa SpectraMax 250 (Molecular Devices) e analizada no programa SoftMax

Pro 4.8 (Molecular Devices).

4.3.8 Eicosacell

Trés grupos experimentais foram criados: o grupo injetado com salina (que atua como
controle), o grupo injetado com heme, e 0 grupo que apds 1 hora da injecdo de heme,
recebe tratamento com inibidores da enzima 5-LO. Duas horas po6s a estimulacdo i.p.
com heme, a cavidade peritonial foi lavada e a suspensdo celular foi incubada com
EDAC 0.1% por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
feitas com auxilio da citospin (com 100.000 células por laminas). Apos a centrifugacao,
entdo, a regido onde se encontram as células foi circundada com auxilio de uma caneta
hidrofobica, e lavada 1 vez com BSA 1% em HBSS rapidamente para remocdo do
EDAC e em seguida, incubada por 30 min a temperatura ambiente com BSA 1% em
HBSS. Apds esse periodo, incubou-se com o anticorpo primario anti-LTB, e/ou anti-
ADRP diluido em BSA 1% em HBSS por aproximadamente 18 h a 4°C em camara
Umida e escura. Em seguida, as ldminas foram lavadas 3 vezes com BSA 1% em HBSS
por 10 min e incubadas com anticorpo secundario por 1 h a temperatura ambiente. Para
finalizar, lavou-se 3 vezes com BSA 1% em HBSS por 10 min e mais uma vez com
HBSS e montou-se, entdo, as laminas com meio de montagem e laminula. Com a
lamina devidamente montada a analise é feita em microscopio de fluorescéncia

(Olympus BX51TF, Tokio, Japdo ).
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4.4 Andlise Estatistica

Aos dados experimentais foram aplicados testes estatisticos para a determinacdo da
média e erro padrio da média (y +EPM) e da significincia entre os grupos
experimentais, através do teste ONE WAY ANOVA seguido por BONFERRONI. A
significancia estatistica foi considerada para valores de P<0,05. As figuras mostradas
sdo representativas de 2 ou 3 experimentos, onde utilizou-se de no minimo 5 animais
por grupo experimental para experimentos in vivo e de no minimo 4 amostras para 0s

ensaios in vitro.
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Resultados
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5.1 Heme induz migracéo de neutrdfilos para cavidade peritoneal de camundongos

A migracédo de neutrofilos induzida pela molécula heme (protoporfirina de ferro
IX) j& foi demonstrada em diversos modelos. Primeiramente em modelos de pleurisia
em ratos, e em camara de Boyden com neutréfilos humanos (Graca-Souza, A. et al,
2002). Outro modelo in vivo foi demonstrado por Figueiredo e colaboradores (2007),
onde o heme ¢ capaz de induzir a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
camundongos C3H/HePas.

Com base na curva dose-resposta demonstrada no trabalho de Porto e
colaboradores (2007), a dose de heme escolhida para estudar a capacidade e o
mecanismo envolvido na migracdo de neutrofilos induzida pelo mesmo em
camundongos C57BI/6 foi de 50 nmoles por camundongo.

Portanto, 50 nmoles de heme foi injetado na cavidade peritoneal de
camundongos e a migracdo avaliada 4 h ap6s. Assim como descrito na literatura, o
heme induziu a migracdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal de camundongos
(Figura 6). Ndo foi observado o aumento no namero de nenhum outro leucdcito.
Confirmado este dado, fomos investigar como esse fenbmeno ocorre in vivo. A
abordagem do estudo sera através da investigacdo da participacdo de células residentes
da cavidade peritoneal e de possiveis moléculas inflamatdrias que possam estar

participando do processo.
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Figura 6. Migracéo de neutrofilos induzida por heme para cavidade peritoneal de
camundongos. Heme (50 nmoles) foi injetado na cavidade peritoneal de camundongos
SV129 e o recrutamento de neutrofilos avaliado 4 h ap6s. O grupo controle foi injetado
com o mesmo volume de salina contendo 0,02% de DMSO. Os dados representam a
média £ EPM; n=5. *P<0,05 comparado ao grupo salina.
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5.2 Inibicdo da migracdo de neutréfilos induzida por heme em camundongos 5-LO™

LTs, produtos do metabolismo do AA pela enzima 5-LO, véem sendo
implicados durante anos nas mais diversas doencas inflamatorias. Em 1994, Henderson
ja descrevia a participacdo de leucotrienos em doengas como asma, artrite reumatoide,
rinite alérgica, glomuronefrite, fibrose cistica. Mais recentemente foi sugerido que eles
desenvolvem importantes papéis na aterosclerose, fibrose pulmonar e cancer (Flamand,
N. et al, 2007).

Com isso fomos examinar se a injecdo de heme na cavidade peritoneal de
camundongos 5-LO” apresentaria alguma diferenca na inducdo de migracdo de
neutrofilos. Como pode ser visto na figura 7, a migracdo de neutréfilos induzida por
heme foi menor nos animais deficientes na enzima 5-LO, sugerindo a participacdo de

um de seus produtos Nesse processo.
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Figura 7. Redugdo na migracdo de neutrofilos induzida por heme em camundongos
deficientes na enzima 5-LO™". Camundongos 5-LO™ e SV129 foram injetados i.p. com
salina contendo 0,02% de DMSO ou heme (50 nmoles). A migracgdo de neutrofilos foi
avaliada 4 h depois. Os dados representam a média + EPM; n=5. *P<0,05 comparado ao
grupo de animais SV129 tratados com salina (WT); *P<0,05 comparado ao grupo de
animais SV129 tratados com heme.
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5.3 Inibicdo farmacolodgica da 5-LO inibe a migracdo de neutréfilos induzida por
heme

Com objetivo de confirmar os dados genéticos, foi realizada uma abordagem
farmacoldgica, onde a enzima 5-LO foi inibida através do uso de zileuton (3 mg kg™)
(Summers, J.B. et al., 1987 a; Sumers, J.B. et al., 1987 b; Carter, G.W. et al., 1990) e
AAB861 (3mg kg™). (Yamamura, H. et al., 1988). Assim como os animais deficientes na
5-LO, os animais (C57BI/6) que foram pré-tratados zileuton (figura 8A) ou AA861
(figura 8B) também apresentaram inibic¢éo do recrutamento de neutréfilos induzido pelo
desafio com heme.
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Figura 8. Reducdo no recrutamento de neutrdfilos induzida por heme em
camungongos tratados com inibidores farmacoldgicos da 5-LO. Camundongos
C57BI/6 foram tratados com inibidores da enzima 5-LO, zileuton (3 mg kg™; i.v. 20
min- Painel A) ou AA861 (3 mg kg™; i.v. 20 min — Painel B) antes do desafio com
heme (50 nmoles, i.p.) ou salina. Em ambos ensaios, a migragéo foi avaliada 4 h apos a
injecdo de heme. Os dados representam a média £ EPM; n=5. *P<0,05 comparado ao
grupo salina; *P<0,05 comparado ao grupo heme.
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5.4 Recrutamento de neutrdéfilos induzido por heme é dependente das ac¢Ges do LTB,

O LTB4 é um conhecido fator quimiotatico para neutrofilos (Ford-Hutchinson
AW. et al., 1980). Interessantemente, foi demonstrado que diversos estimulos como
TNF-0, IL-1B, IL-18, MIP-1a (“macrophage inflammatory protein 1-alpha”) e MIP-2
(Canetti, C. et al., 2001; Canetti, C. et al., 2003; Ramos, C.D. et al., 2005; Ramos, C.D.
et al., 2006; Oliveira, S.H.P. et al., 2007; Verri, W.AJr. et al., 2007) induzem a
migracdo de neutrofilos in vivo por um mecanismo dependente da liberacdo de LTBa.
Com o objetivo de avaliar se 0 LTB, também participa da migracdo neutrofilos induzida
pelo heme para cavidade peritonial, foram utilizados 2 antagonistas do receptor de alta
afinidade do LTB,4, 0 BLT1. Com essa finalidade, entdo, os animais foram pré-tratados
com CP105696 (3 mg kg™; i.v.) ou com LY292476 (2 mg kg™; i.v.) 30 min antes da
injecdo de 50 nmoles de heme. Como pode ser observado na figura 9, o uso de ambos

antagonistas do receptor BLT1 inibiu a migracdo de neutrofilos induzida por heme.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ford-Hutchinson%20AW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ford-Hutchinson%20AW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Verri%20WA%20Jr%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Figura 9. Inibicdo do recrutamento de neutréfilos induzida por heme em
camungongos tratados com antagonistas de LTB4. Camundongos C57BI/6 foram
tratados com antagonistas de LTB,, CP 105696 (3 mg kg™; i.v. 30 min.) e LY292476 (2
mg kg™; i.v. 30 min) antes do desafio com heme (50 nmoles, i.p.) ou salina. Em ambos
ensaios, migracdo foi avaliada 4 h apo6s a injecdo de heme. Os dados representam a
média + EPM; n=5. *P<0,05 comparado ao grupo salina; “P<0,05 comparado ao grupo
heme.
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5.5 Migracao de neutrofilos induzida por heme néo requer participacao de mastocitos

Células de origem mieldide, particularmente neutrofilos, eosindfilos,
monocitos/macrofagos e mastdcitos predominantemente expressam a 5-LO, o que o0s
capacita como produtores de LTs (Cuzzocrea, S. et al, 2003).

Sabendo, portanto, que a migracdo de neutréfilos induzida por heme depende de
produtos da 5-LO, mais especificamente, o LTB,4, supomos que células residentes da
cavidade peritonial estejam sendo estimuladas pelo heme e liberando LTB,. Partimos
para uma avaliacdo de células residentes da cavidade peritonial, comecando pelos
mastocitos. A abordagem escolhida para avaliar a participacdo de mastocitos peritoniais
na migracdo de neutréfilos induzida por heme foi a deplecdo destes, sendo esta feita
através de dois modelos: uso crénico do composto 48/80 por 4 dias (0,6 mg kg*, 2
vezes ao dia por 3 dias e no 4°, dia 2 doses de 1,2 mg kg™) e pela injecéo i.p. de 4gua (1

mL) 3 dias antes do ensaio com heme.

Como pode ser visto na figura 10 (A e C), a deplecdo de mastdcitos foi eficaz
nos dois modelos. A migragdo de neutrdfilos induzida por heme ndo apresentou
diferenca entre os grupos que foram depletados dos que né&o foram (Figura 10 B e D),

sugerindo, entdo que mastdcitos ndo participam desse processo.
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Figura 10. Migracdo de neutrofilos induzida por heme ndo envolve participacdo de
mastdcitos. (Painéis A e B) Camundongos C57BI/6 foram tratados com o composto
48/80 (0,6 mg kg™, 2 vezes ao dia por 3 dias e no 4°, dia 2 doses de 1,2 mg kg™) e no 5°
dia foi realizada a injecdo intraperitonial de heme (50 nmoles), ou salina. (Painéis C e
D) Camundongos C57BI/6 foram injetados com agua (1 mL) e apds 3 dias realizada a
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injecdo intraperitonial de heme (50 nmoles) ou salina. Em ambos 0s casos a migracao
foi avaliada ap0s 4 horas. Os dados representam a média = EPM; n=5.

5.6 Migracéo de neutrdéfilos induzida por heme envolve participacdo de macréfagos

residentes

Como visto, nossos dados sugerem que mastocitos ndo participam da migragdo
de neutrdéfilos induzida por heme, entdo, a célula que passa a ser investigada a seguir € 0
macrdéfago. A primeira abordagem utilizada para avaliar se 0os macréfagos peritoniais
estdo envolvidos na migracdo de neutréfilos induzida por heme é a modulacdo do
nimero de macrdéfagos da cavidade peritonial dos camundongos por meio do pré-
tratamento com tioglicolato (3%, 1 mL, intraperitonialmente). Apos 3 dias foi feita a

injecdo intraperitonial de 50 nmoles de heme e 4 h depois a migracdo avaliada.

Na figura 11A fica claro que o pré-tratamento com tioglicolato aumentou o
nimero de macrofagos peritoniais em torno de 7 vezes. E esse aumento no nimero de
macrofagos se refletiu no recrutamento de neutréfilos induzido por heme no grupo pré-
tratado com tioglicolato, uma vez que esse grupo apresentou um recrutamento de

neutrofilos maior que o grupo controle injetado com salina (figura 11B).
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Figura 11. Migracéo de neutroéfilos induzida por heme em animais pré- tratados com
tioglicolato. Camundongos C57BI/6 foram injetados com 1 mL de tioglicolato 3% i.p.
ou com 0 mesmo volume de salina. A: Trés dias apds a administracdo de 1mL de salina
ou tioglicolato 3 %, os animais foram sacrificados e a cavidade peritoneal lavada, sendo
0 numero de macrofagos determinado. B: apds 3 dias, 50 nmoles de heme foram
injetados i.p., sendo o controle com salina contendo 0,02% de DMSO. Apos 4h o
recrutamento de neutrdfilos foi avaliado. Os dados representam a média =+ EPM; n=5.
*P<0,05 comparado ao grupo salina; “P< 0,05 comparado ao grupo salina/heme.
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5.7 Atividade quimiotatica de sobrenadantes obtidos de macréfagos estimulados com

heme

Uma segunda abordagem escolhida para avaliar a participa¢do de macrofagos na
migracdo de neutrofilos induzida por heme foi a incubacdo de macréfagos peritoneais
obtidos de camundongos com heme por 30 min. Apos esse periodo, 0 po¢o da placa
onde esses macrdfagos se encontravam foi lavado, e entdo adicionado meio fresco e
incubado por 6 h. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram recolhidos e injetados em
outros camundongos C57BI/6. E a migracdo foi avaliada 4 h ap6s a injecdo dos

sobrenadantes.

A figura 12 nos mostra que no sobrenadante de macréfagos estimulados com
heme havia a presenca de algum fator quimiotatico, uma vez que a administracdo dos
sobrenadantes dos macrofagos estimulados com heme nas doses de 10 e 30 nmoles

induziu recrutamento de neutréfilos.
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Figura 12. Sobrenadante de macrofagos estimulados com heme induz migragdo de
neutrofilos, Macrofagos peritoniais obtidos de camundongos C57BI/6 foram plaqueados
e estimulados com heme por 30 min. e ap0s esse periodo 0 meio que continha heme foi
removido, e apds a lavagem do poco, foi adicionado meio fresco e incubado por 6 horas.
Esse sobrenadante, apds as 6 h, foi recolhido, filtrado (filtro de 22um) e injetado em
outros camundongos C57BI/6. A migracéo foi avaliada apds 4 h. Os dados representam
a média £ EPM; n=5. *P<0,05 comparado ao grupo controle.
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5.8 Liberacéo de IL-1p induzida por heme

Figueiredo e colaboradores (2007) ja demonstraram que o heme é capaz de
induzir a liberacdo de citocinas como KC e TNF-a in vitro por macr6fagos murinos.
Porém a liberacdo de IL-1B, cuja libera¢do induz a migracdo de neutrofilos, ndo havia
ainda sido avaliada. Com objetivo de verificar se 0 heme é capaz de induzir a liberagao
de IL-1pB in vivo, foi injetado 50 nmoles de heme i.p. e apds duas horas a cavidade
peritonial foi lavada e 0 exsudato obtido foi recolhido para posterior dosagem de IL-1f3

através de ELISA.

Como pode ser visto na figura 13, o heme foi capaz de induzir a liberagéo de IL-

1B in vivo.
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Figura 13. Liberacdo de IL-1f in vivo induzida por heme. Heme (50 nmoles) foi
administrado i.p. e apos 2 h a cavidade peritonial desses animais foi lavada. O exsudato
foi centrifugado e as amostras congeladas a —20°C. A dosagem foi feita como descrita
em métodos. Os dados representam a média + EPM; n=5. *P<0,05.
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5.9 Liberacéo de LTB, induzida por heme in vivo e in vitro

Em seguida fomos avaliar se 0 heme €é capaz de estimular a producéo de LTB4.
Primeiramente, avaliamos se a administracdo de heme € capaz de gerar a producao de
LTB, in vivo. Como pode ser observado na figura 14A, a injecdo de 50 nmoles de heme

induziu liberacdo de LTB, avaliada apds 2 h.

Fomos avaliar ainda se macrdfagos peritoneais plaqueados também seriam
capazes de produzir de LTB, quando estimulados in vitro com heme. Assim, esses
macrofagos foram estimulados por 30 min com heme e incubado por 6 h. Como €
mostrado na figura 14B, pode-se observar uma producdo dose-dependente de LTB, por

macrofagos estimulados com heme in vitro.
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Figura 14. Liberacdo de LTB, induzida por heme in vivo e in vitro. A: Camundongos
C57BI/6 foram injetados i.p. com 50 nmoles de heme e apds 2 h, a cavidade peritonial
foi lavada e a dosagem de LTB, realizada através de EIA. B: Macrdfagos peritoniais
obtidos de camundongos C57BI/6 foram plaqueados (1 x 10° células poco™) e
estimulados com heme por 30 min e apds esse periodo o meio que continha heme foi
removido, e apds lavagem do poco, foi adicionado meio fresco e incubado por 6 h. Ao
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fim das 6 h, o sobrenadante foi recolhido e foi dosado LTB, através de EIA. *P<0,05
comparado ao grupo salina; “P< 0,05 comparado ao grupo salina/heme.
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5.10 Modulacéo da liberacédo de LTB,4 induzida por heme in vivo em animais pré-
tratados com tioglicolato

Como foi demonstrado anteriormente, o pré-tratamento dos camundongos com
tioglicolato, que promove em aumento do numero de macrofagos na cavidade
peritoneal, resulta em maior infiltrado de neutrdfilos quando esses animais recebem
injecdo i.p. de heme. E ainda, que a injecdo de heme in vivo, assim como a estimulagao
de macrdfagos peritoneais in vitro com heme levou a uma liberacdo de LTB,. Com isso
fomos avaliar se a modulacdo do numero de macrofagos na cavidade peritoneal, com
uso de tioglicolato, seguida da injecdo i.p. de heme seria capaz de levar a um aumento

na producdo de LTB, in vivo.

Como pode ser observado na figura 15A, o tratamento dos animais com
tioglicolato promoveu um aumento no numero de macrdfagos peritoneais. E como
mostrado na figura 15B, o grupo que recebeu o pré-tratamento com tioglicolato, quando
desafiados com 50 nmoles de heme i.p., apresentou uma maior liberacdo de LTB,
quando comparado ao grupo ndo tratado com tioglicolato. Sugerindo mais uma vez a

participacdo do macréfago na migracdo de neutréfilo induzida por heme
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Figura 15. Maior liberacdo de LTB, induzida por heme in vivo, ap6s tratamento som
tioglicolato. Painel A: Camundongos C57BI/6 foram pré-tratados com tioglicolato e
apos 72 h foram sacrificados e o nimero de macrdfagos determinado. B: Camundongos
C57BL/6 foram pre-tratados com tioglicolato e apds 72 horas foi administrado heme,
sendo a cavidade peritonial lavada ap6s 4 h.e a dosagem de LTB, realizada por EIA.:
*P<0,05 comparado ao grupo salina; “P< 0,05 comparado ao grupo salina/heme.
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5.11 Determinacéo in situ da producéo de LTB4

Portanto, até 0 momento, os dados sugerem que a migracdo de neutrofilos
induzida por heme depende da liberacdo de LTB, e de sua ligacdo ao seu receptor
BLTL1. A liberacdo de LTB, por macrdfagos in vitro induzida por heme, assim como a
modulacdo da populacdo dessas celulas pela admnistracdo de Tioglicolato, sugere que
essas células sdo a fonte do LTB, ap6s a injecdo de heme. Para verificar se realmente
sdo os macrdfagos os produtores de LTB, in vivo apos a estimulagdo com heme, foi
realizada uma técnica conhecida como EICOSACELL, onde é feita uma imuno

marcacdo de eicosanoides in situ (Bandeira-Melo, submetido 2009).

Nessa técnica, as células foram marcadas com anticorpos anti-LTB4;. Como
existem trés sitios para producdo de eicosandides, a membrana perinuclear, corpusculos
lipidicos e membrana de fagossomos, também foi realizada uma marcacdo com
anticorpo anti-ADRP, uma molécula estrutural presente em corplsculos lipidicos
(descrito como marcador de corpusculo lipidico por Brasaemle, D.L. et al., 1997; Heid,
H.W. et al., 1998), a fim de verificar se a producdo do LTB, estava ocorrendo dentro
dessas organelas. Como controle interno do ensaio, um grupo experimental é tratado
ap6s 1 h da injecdo de heme com inibidores da 5-LO. A especificidade da imuno
marcacdo do LTB, é obtida através de 2 formas: (i) a incubacdo 1 h antes de usar o
EDAC com inibidores da 5-LO para evitar a sintese de LTB, e (ii) analise da marcacao
de LTB,4 nos grupos nao estimulados.

Como pode ser observado na figura 16, a producdo de LTB,; ocorre em
macrofagos, e ap0s a sobreposicdo das marcacbes para LTB, e para corpusculos
lipidicos (ADRP), pode ser visto uma colocalizacdo das marcagdes, mostrando que a
producdo de LTB, induzida por heme ocorre em corpusculo lipidicos presentes em

macrofagos.
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ADRP

Heme + 5-LO inhibitors

Figura 16. Producdo de LTB,4 por macréfagos dentro de corpusculos lipidicos.
Camundongos C57BI/6 foram injetados com heme e ap6s 2 h a cavidade peritonial
lavada. Das celulas recuperadas, foram feitas marcaces in situ para LTB,4 e corpusculo
lipidico (ADRP). Como controle interno, um grupo experimental foi tratado com
inibidores da 5-LO (zileuton (3 mg kg™; i.v. 20 min e AA861 (3 mg kg'; i.v. 20 min)).
Os controles irrelevantes foram realizados como controle das marcagdes. Fotos
representativas de 2-3 experimentos independentes.
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O papel pro inflamatério do heme ja foi estudado por diversos grupos. Um
desses grupos mostrou que o heme é capaz de induzir a migracdo in vivo no modelo de
pleurisia em ratos e in vitro no modelo de camara de Boyden com neutréfilos humanos
(Graca-Souza, A. et al, 2002). Porto, B.N. (2007) e colaboradores também mostrou a
migracdo de neutrofilos induzida por heme in vivo, porém, desta vez no modelo de
injecdo intraperitonial em camundongos. Com a dose obtida no trabalho de Porto, B.N
(2007), no6s confirmamos que o heme induz a migracdo de neutréfilos para cavidade
peritonial de camundongos (figura 6). E entdo, passamos a investigar se produtos da

enzima 5-LO estariam participando desse processo.

Sabe-se que LTs estdo envolvidos em uma série de doencas inflamatérias, entre
elas asma, psoriase, artrite reumatdide (Henderson, W.R., 1994). Conhecendo o
potencial pré inflamatério dos LTs, nds fomos avaliar se eles estavam envolvidos na
migracdo de neutrofilos induzida por heme. Para essa avaliagdo nossa primeira
abordagem foi o uso de camundongos deficientes na enzima 5-LO. Como pbde ser
observado na figura 7, a migracdo de neutréfilos induzida por heme foi menor nos
animais deficientes na enzima 5-LO. Para confirmar esse dado genético, foram
utilizados dois inibidores da enzima 5-LO, o zileuton e 0 AA861, que confirmaram que
a auséncia da 5-LO, ou sua inibicéo, resultam em um menor recrutamento de neurdfilos
induzido por heme (figura 8). O mesmo foi observado por Barbara Porto em modelo in
vitro. Cuzzocrea e colaboradores ja haviam mostrado em 2003, com um modelo de
indugdo da migragdo por carragenina, que animais deficientes na 5-LO apresentavam

um menor recrutamento de neutrofilos.

Dentre os produtos da cascata da 5-LO, o LTB4; € um conhecido fator

quimiotatico para neutréfilos (Ford-Hutchinson, A.W. et al., 1980; Martin, T.R. et al.,
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1989; Kubes, P. 1993). Por esse motivo o escolhemos para avaliar se estaria envolvido
na migracdo de neutrofilos induzida por heme. Para isso usamos dois antagonistas do
receptor BLT1, receptor de alta afinidade do LTB,, de férmulas ndo correlacionadas.
Como foi mostrado na figura 9, uso de ambos antagonistas inibiu a migracdo de
neutrofilos induzida por heme, demonstrando a participacdo desse mediador lipidico no
processo. Esse dado estd de acordo com dados ndo publicados da tese de doutorado de
Barbara Porto de migracdo de neutrdfilos in vitro, onde também foram usados
antagonistas do receptor BLT1, e os indices quimiotaticos também se apresentaram

diminuidos.

No atual momento do estudo, o quadro encontrado é que a injecdo de heme
induz um recrutamento de neutrofilos, e esse recrutamento depende de produtos da
cascata da enzima 5-LO, mais especificamente, o LTB, via seu receptor de alta
afinidade, BLT1. Esse quadro nos levou a hip6tese de que a injecdo de heme in vivo
estaria ativando células da cavidade peritonial, e essa ativacdo estivesse atuando no
recrutamento de neutréfilos, através da liberagdo de LTB,, por exemplo. Embasando
essa hipotese existem dados que demonstram que outros quimiotaticos para neutrofilos
atuam in vivo através da estimulacdo de células residentes a liberar fatores que véo
influir nessa migragdo, como canatoxina, IFN-y e IL-1p (Ribeiro, R.A. et al., 1990;

Barja-Fidalgo, C. et al., 1992, Oliveira, S.H.P. et al., 2007).

Para explorar essa hipotese primeiramente fomos estudar as células da cavidade
peritoneal, a comecar pelos mastdcitos. A abordagem utilizada foi a deplecdo de
mastocitos da cavidade peritonial. Para isso utilizamos dois modelos, 0 uso crénico de
48/80 e a injecdo de 1 mL de &gua 3 dias antes do desafio com heme. Para nossa

surpresa a auséncia de mastocitos na cavidade peritoneal ndo alterou a migracdo de
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neutrofilos induzida por heme, sugerindo que essas células ndo estdo envolvidas (figura
10). Também realizamos um ensaio onde mastocitos derivados de medula 6ssea foram
incubados com heme e a degranulacao foi avaliada, e nesse ensaio 0 heme ndo foi capaz

de induzir a degranulagdo de mastécitos (dado ndo mostrado).

Como os mastdcitos ndo pareciam estar envolvidos no mecanismo de migracdo
de neutrdfilos induzida por heme, nds viramos nossos olhos para o estudo dos
macrofagos. A primeira abordagem foi a modulacdo do ndmero de macrofagos da
cavidade peritonial dos camundongos com o uso de Tioglicolato 3%. Na figura 11, é
possivel ver que o tioglicolato foi eficaz em aumentar o numero de macrdéfagos na
cavidade peritonial, e esse aumento se refletiu na migracdo de neutrofilos induzida por
heme, uma vez que o grupo pré-tratado com tioglicolato apresentou um recrutamento de

neutréfilos maior que o grupo néo tratado.

Outra abordagem usada para verificar a participacdo de macrofagos foi a
estimulacdo in vitro de macrofagos peritoniais com heme, e o sobrenadante obtido
injetado intraperitonialmente em outros camundongos para avaliar a migracdo. Na
figura 12, entdo, € mostrado que a injecdo do sobrenadante de macréfagos estimulados
com heme apresentava atividade quimiotatica para neutrofilos, uma vez que esse

sobrenadante foi capaz de induzir recrutamento de neutrofilos.

Figueiredo e colaboradores (2007) mostraram que heme era capaz de liberar KC
e TNF-a por macrofagos murinos in vitro. Porém, eles viram que o heme ndo induziu a
liberagcdo de TNF-a in vivo. A IL-1B é uma potente citocina pro-inflamatoria que inicia
e amplifica uma grande variedade de efeitos associados a imunidade inata e defesa
contra invasdo microbiana e injuria tecidual. Producdo e liberacdo de IL-1p €

estimulado tanto por PAMPs, como por DAMPs (Eder, C 2009). Sabendo disso, fomos
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avaliar se 0 heme era capaz de induzir a liberacdo de IL-1p. No item 5.8 pode ser visto

que o heme induz a liberagdo de IL-1p in vivo.

Oliveira, SHP e colaboradores (2007) ja& demonstraram que a migracdo de
neutréfilos induzida por IL-1p depende da liberagio de LTB4 e TNF-a, além da
liberacdo de mais IL-1a. Porém, Figueiredo (2007) demonstrou que o heme nao ¢ capaz
de induzir a liberagédo de TNF-a in vivo. Sabendo disso, ¢ unido aos resultados do uso
de antagonistas do BLT1, passamos a dosagem in vivo e in vitro de LTB,. Na figura 14
pode se ver que 0 heme é capaz de induzir a liberacdo de LTB, in vivo e in vitro por
macrdfagos peritoniais. Assim como foi demonstrado que a modulagdo do nimero de
macrdfagos peritoneais com o pré-tratamento com tioglicolato resulta em maior
producdo de LTB,4 quando desafiado com heme comparado ao grupo ndo pré-tratado
com tioglicolato (figura 15). Esses dados mais uma vez sugerem a participacdo de

macrofagos no processo de migracao de neutrofilos induzida por heme.

Em conjunto, os dados sugerem que a migracdo de neutrdfilos induzida por
heme requer a participacdo de LTB,. Resta-nos agora identificar o sitio onde esta sendo
produzido esse LTB,. A dosagem de LTB, do sobrenadante de macrofagos peritoniais
estimulados com heme in vitro nos sugere que sejam eles as células produtoras. Para
avaliar se realmente sdo os macréfagos as células produtoras de LTB,, e onde estaria
ocorrendo essa producdo, nos utilizamos uma técnica chamada EicosaCell que faz uma
imunolocalizacdo de eicosandides in situ. N6s mostramos, entdo, na figura 16, que a

producéo de LTB, ocorre em macrofagos, provavelmente em corpusculos lipidicos.

Calcula-se que aproximadamente 7% da populagcdo mundial sofra de transtornos
relacionados as hemoglobinas, representados, na sua maioria, pelas talassemias e pela

anemia falciforme. Interessantemente, ja foi descrito que pacientes com anemia
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falciforme apresentam niveis elevados de LTB, no plasma no estado sem crise, e niveis
maiores em estados de crise onde os principais sintomas sdo vaso-oclusdo e dores no
peito (Setty, B.N.Y. & Stuart, M.J., 2002). Assim como sdo encontrados niveis elevados
de LTE,4, uma anélise usada para avaliar a producéo de cisteinil-LT in vivo, na urina de
pacientes infante com anemia falciforme em estados sem crise, e aumentados em
episédios de dor (Field, J.J. et al., 2009). Foi demonstrado, ainda, por Patel e
colaboradores, em 2009, que células mononucleares do sangue de pacientes com anemia
falciforme apresentam expressdo de RNA mensageiro de 5-LO e FLAP, em estados sem
crise. Esses dados sugerem a participacdo de produtos da 5-LO na patologia associada a
anemia falciforme, o mesmo observado em nossos ensaios com heme.

Em conclusdo, nossos dados sugerem que o recrutamento de neutrdfilos
induzido por heme in vivo depende da producdo e liberacdo de LTBy, e essa producao
acontece em corpusculos lipidicos nos macrofagos peritoneais, como sugere a ilustracdo

da figura 17.
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Figura 17. Mecanismo proposto da acdo da migracdo de neutrofilos induzida por
heme in vivo. A injecdo i.p. de heme ativa macrd6fagos, mas ndo mastocitos. Ao ativar
macrofagos, o heme induz a producdo de LTB,, que parece acontecer em corpusculos
lipidicos. Esse LTB, é entdo liberado e promove a migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal.
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