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Dedico

A DEUS

“Senhor,

Fazei-me instrumento da Tua paz,
Onde houver édio, que eu leve o amor;
Onde houver ofensa, que eu leve o perdao;
Onde houver discoérdia, que eu leve a unido;
Onde houver dlvida, que eu leve a fé;
Onde houver erro, que eu leve a verdade;
Onde houver desespero, que eu leve a esperanca;
Onde houver tristeza, que eu leve a alegria;
Onde houver trevas, que eu leve a luz.

O mestre,

Fazei que eu procure mais
Consolar que ser consolado,
Compreender que ser compreendido,
Amar que ser amado,

Pois,

E dando que se recebe,

E perdoando que se é perdoado,

E € morrendo que se vive para a vida eterna”.

(Sao Francisco de Assis)



Meu racionalismo renitente me impedia de dar o brago a
torcer, por isso, seguiu-se um poderoso combate no interior
de minha alma, entre a vontade que almejava em me entregar
a Deus e a razao que resistia em me submeter. Essa batalha
interior, entre o meu intelecto apegado a planos ou projetos
pessoais e a minha alma sedenta de Deus, iniciou-se em
1999 e foi progressivamente se tornando cada vez mais
acirrada até o final do ano de 2002. Isso me levou a intensa
inquietagdo, ansiedade, divisao psicologica, desordens em
varias areas do meu ser e aparecimento de varias doengas
psicossomaticas. Nesse periodo, sofri grandes tribulagées
interiores e exteriores e até forgas misteriosas aproveitando-
se das minhas fraquezas momentianeas, tentavam me
desanimar com sentimentos de desamor e desesperanca.
Desanimo, cansago e stress me sufocavam, mas Deus
permitia todas essas provas até um certo limite que eu
pudesse suportar e vinha sempre em meu socorro para me
consolar com seu amor e sua misericordia.

Regina Fatima G. Feitosa

Havia em mim duas vontades, uma velha, outra nova; uma
carnal e outra espiritual, lutando entre si, e essa rivalidade
dilacerava meu espirito.

S. Agostinho
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REFLEXOES

Deus nao € um 6pio que nos atordoa, que nos perturba, que causa desordens em
nosso ser, mas, as vezes, permite que nossa vida seja desordenada para que
possa ordena-la da maneira dEle.
O Senhor repreende e educa aqueles que ama. Esta sempre a bater a porta de
nosso coragdo (Ap 3, 19-20) e adiamos as coisas de Deus para amanha, privando-
as assim de toda eficacia, porque queremos fazer em primeiro lugar a nossa
vontade. Ele na sua infinita misericérdia faz tudo ao seu tempo.
De algumas almas, o Senhor exige uma grande pureza, por isso exorta: “Aqueles
que vem da grande tribulagdo, lavaram e alvejaram suas roupas no sangue do
Cordeiro (Ap 7, 14)". Também nos ensina que a purificagdo deve comecar pelo
coracdo do homem (Mc 7, 1-23). No Sermao da Montanha diz: “Bem aventurados
os puros de coragao porque verao a Deus (Mt 5, 8)".
E preferivel a dor da purificagdo do que a dor da condenagdo. O Senhor querendo
purificar uma alma, utiliza varios instrumentos. As provagcbes mesmo sendo
amargas e dolorosas Deus as permite, sendo importante aceita-las porque nos
levam a maturagdo e crescimento espiritual. Através do sofrimento nos tornamos
mais semelhantes ao Salvador, que passou primeiro pela cruz para ressuscitar.
Através da cruz, ressuscitamos para uma vida nova.
O sofrimento é condigdo necessaria para o conhecimento. Que pode dizer de si ou
dos outros quem nunca conheceu a dor? Através do sofrimento, Deus quer sempre
nos mostrar algo, que ainda precisamos enxergar e, assim, vamos amadurecendo,
nos conhecendo melhor e trilhando o caminho da perfeicdo, da santidade. E sinal
de maturidade humana aceitar o desafio do sofrimento.
Apo6s uma “noite escura” vira a luz do dia com a aurora da alegria. Essa verdade foi
revelada varias vezes por Jesus: Eu vim como a luz do mundo para que todo aquele
gue cré em mim nao perménega nas trevas (Jo 12, 46). Ficareis tristes, mas vossa
tristeza se convertera em alegria (Jo 16, 20). Vos estais tristes agora, mas eu vos
verei outra vez e vosso coragdo se alegrara e ninguém podera tirar-vos a alegria (Jo
16, 22). No mundo tereis aflicdes, mas coragem eu venci o mundo (Jo 16, 33).
A porta de entrada para o Reino do Senhor é a misericérdia. Misericérdia € ligar-se
com o coragdo a miséria do préximo: do pecador, do pobre e do excluido. O
“proximo” é essa porta pela qual precisamos passar para encontrar e amar a Deus.
As causas de muitos sofrimentos corporais encontram-se nas profundezas da alma,
sem que a pessoa tenha clara consciéncia disso. Por isso no periodo de provas,
muitas doengas psicossomaticas tendem a aparecer, e varias recaidas podem
ocorrer enquanto as raizes de todos os males nao tiverem sido removidas. .
As provas interiores e exteriores tentam nos dominar no periodo de tribulagdes. A
vil
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pessoa fica presa a si mesma sem saber como sair dessa situacdo, fica presa
dando voltas como em circulos em torno de si mesma ou dos problemas que
surgem.

A pior prisao € a do coragéo. As feridas e traumas do passado constituem a algema
que prende os seres humanos e ndo os deixa seguir o caminho da perfeigéo.
Carregamos em nosso coragdo o peso das situagdes mal resolvidas; das magoas
que nado foram perdoadas e isto constitui uma brecha para as trevas penetrarem em
areas do nosso ser e tentarem nos dominar, aproveitando-se da fraqueza humana,
procuram escravizar e deprimir progressivamente a pessoa.

Durante as provacdes, sente-se vontade de chorar copiosamente, como se as
lagrimas lavassem a alma para a libertagédo e purificagdo. Quem confia em Deus
pela fé em Jesus Cristo, acredita no amor e acredita no poder das lagrimas. Onde
ha fé existe amor, onde ha amor existe paz, onde ha paz ali esta Deus e onde Deus
esta nada falta. Os sofrimentos da vida presente ndo tém comparagéo alguma com
a gléria futura que se manifestara em nés (Rm 8, 18).

S6 quem ja passou por grandes tribulagdes sabe como é pesado e dificil cumprir
com nossas obrigacdes quando a alma se encontra nesse estado de tormentos
interiores. Desanimo, stress e cansago nos sufocam. As forgas fisicas diminuem, a
mente se obscurece e a pessoa simplesmente passa a descuidar-se de si mesma,
de seu fisico, de sua aparéncia, de suas obrigacdes, de suas atividades, muitos néo
compreendem essa situagdo e acham que a pessoa é descuidada ou relaxada.

O ser humano ndo nasce pronto, nasce inacabado. Se investirmos em nosso eu
interior, em nossa alma, poderemos ser seres humanos plenos. O sinal de que a
nossa experiéncia de Luz & verdadeira, € quando nos permite descobrir nossa
sombra. Cada situagdo de sombra em nosso ser esconde uma chama divina.

A vida é curta demais, por isso ndo devemos fazer dela um campo de batalha
contra 0s nossos irméaos. Com o juizo com que julgardes, sereis também julgados; e
com a medida com que tiverdes medido, também vés sereis medidos (Mt 7, 2).
Falar bem dos outros é uma virtude, uma nobreza de carater. Deve-se elogiar uma
pessoa na sua presenga apenas parcialmente, mas na sua auséncia se deve fazé-
lo plenamente.

A palavra falada é como uma abelha: tem mel e tem ferrdo. Que nossas palavras
sejam doces como o mel e ndo ardentes e dolorosas como um ferrdo. Que as
palavras que saem da nossa boca sejam sempre construtivas. Torna-te modelo
para os fieéis no modo de falar e de viver, na caridade, na fé, na castidade (I Tm 4,
12).

No mundo de hoje, precisamos mais do que nunca reavaliar a nossa capacidade de
amar. Nunca o mundo comportou tanta depressao, tanta angustia, como nos dias
atuais. Quando amamos nos encontramos. Tudo é feito para se completar, para
estar junto, para conviver. A esséncia do verdadeiro amor estad em aceitar os lapsos
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do outro. A esséncia de Deus € o Amor e a Vida.

Nas turbuléncias da vida, ndo se deve caminhar sozinho. Caminhar sozinho nao &
caminhar é desandar. Nao se vive bem, ndo se vive feliz quando nos isolamos e
evitamos os relacionamentos. Somos feitos para o encontro. A amizade € uma
necessidade do coragdo humano.

A oracgao é a melhor auto-medicagao para as nossas angustias e sofrimentos. Sem
oracao, é facil escorregar e cair. A oragéo € a quietude, onde se encontra a luz, o
amor e a realizagdo maior. Aprender a orar ou orar melhor, consiste,
fundamentalmente, em redescobrir o caminho que leva ao coragdo. Devemos orar
sobretudo por aqueles que nos incomodam ou que nd&o conseguimos perdoa-los
verdadeiramente.

Oracéao e tribulagdo sdo agdes quase antagdnicas e, portanto, se manifestam de
formas diferentes, enquanto a primeira nos conduz a paz, fraternidade e
serenidade, a ultima, nos leva a inquietacao, irritagdo, por vezes, egocentrismo,
murmuracao e dureza de coragéo, pois a palavra tribulagdo vem de tribologia que
significa o estudo dos atritos. No entanto, como diz o Santo Padre (Papa), o
sofrimento adquire um sentido misteriosamente positivo quando € vivido a luz dos
planos de Deus. Nessa perspectiva, no livro de Tobias, essa mensagem é clara:
“Todo aquele que vos honra tem a certeza de que sua vida, se for provada, sera
coroada; que depois da tribulagdo havera a libertagdo... Apdés a tempestade,
mandais a bonanc¢a; depois das lagrimas, derramais a alegria” (Tb 3, 21,22).

O Senhor nos pede que sejamos pacientes e perseverantes nos periodos
turbulentos. Atraves de Sua Palavra, nos exorta: Endireita o coracao e sé constante;
néo tenhas pressa no momento da adversidade (Eclo 2,2). E Deus nao fara justica
aos eleitos que clamam por Ele dia e noite, mesmo quando os fizer esperar? (Lc 18,
7). Pela paciéncia salvareis vossas vidas (Lc 21, 19).

Assim como as provagdes tendem a surgir gradativamente, as gragas também
tendem a acontecer paulatinamente nos anos subseqilentes as provagdes. As
pessoas nao suportariam muitas tribulagdes ou muitas gragas de uma sé vez. Apés
um periodo de provagées,' podemos renascer para uma vida nova, sarar de todas
as feridas, mesmo as mais profundas.

Regina Fatima G. Feitosa
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RESUMO

ATIVIDADE IMUNO-INFLAMATORIA DE OVALBUMINA: PAPEL DE CELULAS E
MEDIADORES DO SISTEMA IMUNE INTESTINAL NA MIGRACAO DE EOSINOFILOS
— REGINA FATIMA GONCALVES FEITOSA. Tese apresentada ao Curso de pos-
graduacdo em Farmacologia do Depto de Fisiologia e Farmacologla da Faculdade
de Medicina — Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito para obtengio
do titulo de doutor em Farmacologia. Data da defesa: 11 de fevereiro de 2003.
Orientador: Aldo Angelo Moreira Lima.

Ratos sdo comumente usados em modelos de anafilaxia, principalmente em anafilaxia
intestinal. Os mecanismos de hipersensibilidade sdo complexos e nado estdo
completamente esclarecidos. Os objetivos deste estudo foram: a) investigar o efeito
pré-inflamatério da ovalbumina no modelo de edema de pata em ratos sensibilizados;
b) identificar os mediadores envolvidos nesta imuno-inflamagdo e, c¢) investigar o
envolvimento de células do sistema imune intestinal e seus mediadores na
fisiopatologia da hipersensibilidade intestinal induzida por ovalbumina (ova). O edema
de pata foi induzido por ova e sua modulagéo farmacolégica foi estudada. Ratos Wistar
previamente sensibilizados (14 a 18 dias) com ova (30mg, i.p.) ou pseudo-
sensibilizados com hidréxido de aluminio (controle). Os volumes das patas foram
mensurados antes dos estimulos antigénicos e 1, 2, 3 e 4 horas apés a injecado
intraplantar de ova (10 png/pata). O pré-tratamento s.c. com dexametasona,
difenidramina, ciproheptadina, clorpromazina, ou metisergida inibiram
significativamente (p<0,05) o edema de pata. NDGA, indometacina, MK-886, WEB
2086, cetotifeno e meclizina nédo inibiram este edema. A talidomida e pentoxifilina foram
ineficazes no controle do edema induzido por ovalbumina. As células totais da lamina
propria intestinal (CLPI) foram isoladas de ratos Wistar pré-sensibilizados com ova
(30ng/rato) + AI(OH)s. O intestino delgado foi lavado e seccionado em pequenos
fragmentos. As CLPI foram isoladas, através de um método enzimatico, e incubadas
por 1 h com ova (10pg/ml). Em seguida, foram lavadas e incubadas, por 2 h, no meio
de cultura Dulbecco. O sobrenadante (Sob) oriundo de 10”células/ml foi testado no
modelo de migrag¢ao celular, em cavidade peritoneal. Os moduladores farmacolégicos
ou PBS foram injetados 30 min. antes do estimulo e os anticorpos monoclonais foram
incubados com o sobrenadante 30 min. antes da administragdo. Os animais foram
sacrificados 4h depois do estimulo, sendo o exsudato peritoneal coletado para a
contagem celular total e diferencial. Os dados estédo apresentados como média
(eosindfilos x 10%ml) + EPM. Dexametasona (0,5mg/kg; 0,429+0,07), quinacrina
(20mg/kg; 0,395+0,05), indometacina (2mg/kg; 0,30+0,05), WEB 2086 (20mg/kg;
0,213+0,01), ciproheptadina (2 mg/kg; 0,354+0,10), metergoline (5mg/kg; 0,411+0,04),
difenidramina (10mg/kg; 0,49+0,07), loratadina (10mg/kg; 0,617+0,06), montelucaste
sodico (10mg/kg; 0,374 + 0,02), talidomida (90mg/kg; 0,64+0,03); cetotifeno (10mg/kg;
0,375+0,06); e anticorpo anti-TNF-a (50mg/kg) inibiram (p<0,05) a migracdo de
eosinodfilos induzida por Sob de CLPI (1,062+0,15). A cromolina (20mg/kg), pentoxifilina
(90mg/kg), NDGA (50mg/kg); meloxicam (10mg/kg) e anticorpo anti-IL-13 (100ug/kg)
ndo inibiram esse efeito. Macréfagos, linfocitos, mastécitos e eosindfilos intestinais
foram isolados de ratos sensibilizados e estimulados com ovalbumina (10pug/ml). Em
seguida, os sobrenadantes destas células foram testados no modelo de migragao
celular em cavidades peritoneais de ratos e dosagens de IL-1B e TNF-a, por ELISA.
Observou-se que o Sob de macréfagos ou linfécitos induz uma potente migracao de
eosinofilos para a cavidade peritoneal. Investigou-se, entdo, o papel de macrofagos
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(M¢s) intestinais e seus mediadores na migracdo de eosindfilos em cavidades
peritoneais de ratos. Estas células foram incubadas in vitro, por 30 min, com varios
bloqueadores farmacoldgicos na concentracdo de 10°M ou 10°M antes do estimulo,
com excecao de montelucaste e WEB 2086 que foram injetados in vivo 30 min antes do
Sob. O Sob de M®s foi coletado e usado na migragéo celular e dosagens de citocinas.
Dexametasona (0,43%£0,11), indometacina (0,46+0,07), montelucaste sddico
(0,57+0,01), metisergida (0,31+£0,02), ciproheptadina (0,57+0,04) e difenidramina
inibiram (p<0,05) a migragdao de eosindfilos induzida por Sob de M¢s (1,45+0,14),
enquanto cetotifeno e WEB' 2086 nao inibiram este processo. Os resultados da
migragao celular sugerem que TNF-a e leucotrienos sao importantes fatores
quimiotaticos para eosindéfilos neste modelo experimental. Prostaglandinas, PAF,
histamina e 5-HT também participam na migragéo de eosindfilos induzida pelo Sob de
CLPI e, mais especificamente, IL-1B, prostaglandinas e 5-HT, na resposta migratéria
induzida por Sob de M®s. Ademais, também testou-se a combinagéo de Sob de M®s,
in vitro e in vivo, com os sobrenadantes de mastoécitos, eosinoéfilos ou linfécitos. Os
resultados demonstraram que mastocitos e eosindfilos intestinais modulam
negativamente a migragdo eosinofilica induzida pelo Sob de macréfagos intestinais.
Em sintese, sugeriu-se que o edema alérgico € mais sensivel as drogas anti-5-HT,
principalmente anti-5-HT2, sugerindo que o mediador principal desta resposta
inflamatéria € 5-HT. E que macréfagos, linfocitos, mastécitos, eosindfilos e seus
respectivos mediadores participam na modulagdo da hipersensibilidade intestinal
induzida por ovalbumina.
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ABSTRACT

IMMUNOINFLAMMATORY ACTIVITY OF OVALBUMIN: THE ROLE OF CELLS AND
MEDIATORS OF THE INTESTINAL IMMUNE SYSTEM IN EOSINOPHIL MIGRATION
— REGINA FATIMA GONCALVES FEITOSA. Thesis submitted to the Post-Graduate
Course in Pharmacology of the Department of Physiology and Pharmacology of
the Faculty of Medicine — Federal University of Ceara, Brazil; in partial fulfillment
for the Doctorate degree in Pharmacology. Date of Thesis Defense: 11 February,
2003. Supervisor: Aldo Angelo Moreira Lima.

Rats are commonly used in anaphylaxis models, mainly in the intestinal anaphylaxis;
whose mechanisms are very complex and are not clearly defined. The objectives of this
study were: a) to investigate the pro-inflammatory effect of ovalbumin (OVA) by the hind
paw edema model in sensitized rats; b) to identify the mediators involved in this
immune-inflammatory reaction; and c) to evaluate the involvement of the cells and
mediators of the intestinal immune system, in the pathophysiology of the intestinal
hypersensitivity induced by OVA. The pharmacological modulation of hind paw edema
was studied in Wistar rats immunized with OVA (30ug, with Al(OH)s; i.p), 14 to 18 days
prior to the evaluation; using animals sham-sensitized with aluminum hydroxide as
controls. The paw volumes were measured prior to the antigenic stimuli and at 1, 2, 3
and 4 hours after the intraplantar injection of 10upg/paw of OVA. The subcutaneous
applications of dexamethasone, diphenhydramine, cyroheptadine, chlorpromazine or
methysergide significantly inhibited (p<0.05) the allergic paw reaction. NDGA,
indomethacin, MK-886, WEB 2086, ketotifen and meclizine failed to block this reaction;
as also thalidomide and pentoxifylline. The intestinal lamina propria cells (LPIC) were
isolated from rats pre-sensitized as described, by enzymatically digesting cut and
washed small intestine. The isolated cells were washed and incubated with 10pg of
OVA for 60 min; followed by a subsequent incubation for 2 hours in Dulbecco medium.
The supernatant (Sup) from 10’ cells/mL was tested in the protocol for peritoneal
cellular migration. Pharmacological mediators, or PBS, were injected 30 min before
stimulus. The Sup was incubated with the monoclonal antibodies (MoAB) for 30 min
before the administration. The animals were sacrificed 4 hr after stimulation, the
peritoneal fluid was collected for total and differential countings of cells and the results
were expressed as means of 10° eosinophils + SE. Dexamethasone (0.5mg/kg, 0.429 +
0.07); quinacrine (20mg/kg, 0.395 + 0.05); indomethacin (2mg/kg, 0.30 + 0.05); WEB
2086 (20mg/kg, 0.213 £ 0.01); cyproheptadine (2mg/kg, 0.354 + 0.10); metergoline
(5mg/kg, 0.411 £ 0.04); diphenhydramine (10mg/kg, 0.49 + 0.07); loratadine (10mg/kg,
0.617 £ 0.06); montelukaste sodium (10mg/kg, 0.374 £ 0.02); thalidomide (90mg/kg,
0.64 + 0.03); ketotifen (10mg/kg, 0.375 £ 0.06) and anti- IL-1B antibody (50mg/kg)
inhibited (p<0.05) eosinophil migration evoked by the Sup of LPIC; compared to the
control (1.062 + 0.15). Cromolin (20mg/kg); pentoxifylline (90mg/kg); NDGA (50mg/kg);
meloxicam (10mg/kg) and anti — IL-1p (100mg/kg) failed to inhibit the edema. The
supernatants of the macrophages, lymphocytes, mast cells and eosinophils from
intestinal lamina propria of sensitized rats were individually tested for their eosinophil
migration induction, and for their IL-1p and TNF-a contents by ELISA. The supernatants
of macrophages and lymphocytes were found to induce a potent eosinophil migration. In
order to investigate the roles of macrophage and its mediators in eosinophil migration
induction, the cells were incubated, prior to stimulation, for 30 min with pharmacological
blockers, at the concentrations of 10°M or 10°M: with the exception of montelukaste
(10mg/kg) and WEB 2086 (20mg/kg), which were injected in vivo 30 min before the
Sup. The macrophage supernatants were then collected for cell migration studies in the
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peritoneal cavity, and for the evaluation of their cytokine contents. Dexamethasone
(0.43 = 0.11); indomethacin (0.46 + 0.07); montelukaste (0.57 + 0.01); methylsergide
(0.31 + 0.02); cyproheptadine (0.57 = 0.04) and diphenhydramine inhibited (p<0.05)
eosinophil migration induced by Sups from macrophages (1.45 + 0.14); as against
ketotifen and WEB 2086 which failed to do so. Analyses of macrophage Sups for IL-1B
and TNF-a showed that the stimulus induced their release into the supernatants. These
data suggest that TNF-o and leukotrienes are the chemotactic factors for eosinophils, in
the experimental model employed. In addition, prostaglandins; PAF; histamine and 5-
HT also appear to be important for the eosinophil migration induction by the
supernatants of LPIC from sensitized rat; in particular, IL-1p; prostaglandins and 5-HT in
the eosinophil migration induced by macrophage Sups. In addition, combinations of Sup
from macrophages with that of mast cells, eosinophils or lymphocytes were also tested,
both in vivo and in vitro. These evaluations demonstrated that intestinal mast cells and
eosinophils modulate negatively the eosinophil migration induced by the intestinal
macrophage supernatants. In conclusion, these studies reveal that allergic edema
reaction is more sensitive to anti-5-HT drugs, in particular to the anti-5-HT2; suggesting
that the principal mediator of this inflammatory response is serotonin; and that
macrophages, lymphocytes, mast cells, eosinophils and their respective mediators are
also involved in the modulation of intestinal hypersensitive reaction induced by
ovalbumin.
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1. INTRODUCAO

A fé humana é absolutamente necessdria a vida. A ciéncia e a cultura, mais do
que em suas proprias experiéncias e demonstragdes, baseiam-se na fé que
temos nos livros e nos mestres, mas é a fé divina que fortalece e ilumina a inteligéncia.

Alejandro F. Diaz
(Livro: COMO VIVER EM PAZ)



1. Introdugao

1.1. Importancia da alergia alimentar

A avaliagéo de reagdes adversas a alimentos, envolvendo uma resposta imune
anormal a antigenos alimentares, permanece como importante parte do estudo da
alergia e imunologia. A alergia alimentar € uma forma de intolerancia em que existe
evidéncia de reagéo imunoldgica anormal aos alimentos.

As reacdes adversas a alimentos constituem um problema particular em
infantes e criangas jovens (incidéncia de 2-8% comparado com 1-2% em adultos).
Aproximadamente 5% das criangas com menos de 3 anos e 1,5% da populagédo em
geral, experimentam desordens alérgicas a alimentos (SUDO et al., 1997; SAMPSON,
1997). Podendo apresentar um grande espectro de reagbes clinicas, incluindo
sintomas gastrointestinais e cutaneos (SUDO et al., 1997). Podem também causar
sintomas do trato respiratério, incluindo obstrugdo bréonquica e rinite (BJORKSTEN,
1996), bem como asma (CHANDRA, 1997; PEARL, 1997). Algumas vezes, podem
causar sintomas anafilaticos sistémicos (SUDO et al., 1997; HELM; BURKS, 2000).
Os sintomas sdo mais frequentes em individuos atépicos que freqlientemente
apresentam alergias a antigenos nado alimentares, tais como: poélen e poeira
(CROWE; PERDUE, 1992).

Varios estudos tém confirmado a existéncia de reagdes alérgicas no intestino
em casos de alergia alimentar. Contudo, os métodos usados para confirmar o
diagnoéstico de alergia intestinal sdo ainda insuficientes. Além disso, varios aspectos
precisam ser melhores elucidados, como os mecanismos alérgicos independentes de
IgE na alergia intestinal, o impacto de reagbes cruzadas com outros alérgenos e a
relagdo com as doengas inflamatérias intestinais, tais como: doenga de Crohn, colite
ulcerativa, doenca celiaca e siﬁdrome do intestino irritavel (BISCHOFF et al, 2000).

Atualmente, as pesquisas tém focalizado, em especial, a identificagdo e a
caracterizagdo de proteinas alergénicas, bem como, o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas para tratar essas desordens.

1.1.1. O trato gastrointestinal e o desenvolvimento da alergia alimentar
O trato gastrointestinal (TGI) € um dos grandes sitios de exposi¢ao a antigenos

ambientais. Ele sozinho compreende quase 400 m? de superficie, aproximadamente



200 vezes maior do que a da pele (MOWAT; VINEY, 1997). O TGl é o maior 6rgao
linféide do organismo, abriga linfocitos e macréfagos ativados, estando exposto a uma

grande carga antigénica, como: bacterias, virus, protozoarios e antigenos de
alimentos ingeridos.

A funcdo do trato gastrointestinal relacionada a monitoragéo e protegdo do
interior do hospedeiro, contra invasores € denominada de barreira intestinal. Uma
variedade de mecanismos especificos ou ndo especificos entram em operagéo para
estabelecer a barreira do hospedeiro, esses incluem mecanismos luminais e enzimas
digestivas, as células epiteliais unidas com as jungées firmes ou “tight junctions” e a
ligacdo entre estas e o sistema imune intestinal (DE MEO et al., 2002).

A ingestao de alérgenos alimentares, geralmente, leva a um estado de nao
resposta imunoldgica, isto &, tolerancia oral, apesar de ocorrer absorgéo intestinal de
pequena quantidade de macromoléculas imunonologicamente intactas em adultos
normais. Por outro lado, em criangas e animais jovens a relativa deficiéncia de células
T supressoras na baixa idade pode contribuir para a incidéncia aumentada de
hipersensibilidade (CROWE; PERDUE, 1992), visto que a imaturidade imunoloégica ou
intestinal esta associada com captagdo aumentada de macromoléculas (SAMPSON,
1997).

Em adicado, as infecgdes entéricas podem causar ruptura na barreira epitelial,
resultando na absorgéo de antigeno luminal intacto (macromolécula), formagéo de IgE
e desenvolvimento de uma reagao alérgica apos exposi¢do antigénica secundaria. A
IgE circulante produzida pode se ligar a receptores sobre mastécitos ou basofilos, e
possivelmente outras células, que apos ativados liberam mediadores (HERZ et al,,
2000; FASANO, 2001). Em geral, a ruptura da barreira epitelial apos injurias de varias
causas, incluindo drogas antiinflamatérias e stress oxidativo, envolve mecanismos tais
como deplecao de trifosfato de adenosina e lesdo do citoesqueleto da célula epitelial
que regula as juncgdes firmes. Varias evidéncias ligam a disfuncédo da barreira
intestinal a caracteristicas de um sistema que envolve multiérgdos como ocorre na
sepse e na desregulagdo imune (DE MEO et al, 2002), pois a macromolécula
antigénica atravessando a barreira intestinal e atingindo a circulagao sistémica podera
desencadear reagdes alérgicas em muitos 6rgaos (pele, pulmdes olhos e ouvidos)

Em geral, somente proteinas com peso molecular de 10.000 a 60.000 daltons
sdo capazes de agir como antigenos (SAMPSON, 1997). Essas substancias podem

atravessar o epitélio através do espacgo intercelular (transporte paracelular, via



juncdes firmes ou “tight junctions”), das células epiteliais (transporte transcelular) ou
de células epiteliais especializadas (células M) que recobrem as placas de Peyer
(MCKAY; PERDUE, 1993; NEUTRA; KRAEHENBUHL, 1994).

O epitélio apresenta importante papel protetor, age como uma barreira passiva
para evitar captagcdo de grandes moléculas e patégenos. Embora ja seja evidente que
as fungbes do epitelio intestinal, como a secregéo ibnica, constituem uma resposta de
defesa do hospedeiro na presenca de antigenos, micrébios, e outras substancias
nocivas, tais respostas sdo mediadas pela ativagdo de células imunes na mucosa
causando a liberagdo de mediadores quimicos que agem direta ou indiretamente
sobre o epitélio. A produgéo local de imunoglobulina A (IgA) também apresenta
importancia na prevengao de alergias alimentares por bloquear a captacao antigénica
(NEUTRA; KRAEHENBUHL, 1994). Outros fatores protetores envolvem as células
imunocompetentes da mucosa, em especial, eosindfilos e linfocitos citotdxicos
(HIRSCHBRUCH; TORRES, 1997).

Em sintese, o epitélio apresenta importante papel na resposta imunolégica a
exposi¢ao luminal antigénica que pode resultar em tolerancia, imunidade protetora ou
reagbes de hipersensibilidade. Muitos estudos tém investigado o papel de alguns
mediadores inflamatérios individuais ou em associagédo no controle da fungao epitelial.
No entanto, o impacto da liberagado sequencial ou simultadnea de multiplos mediadores
de diversas células do sistema imune intestinal sobre a funcao epitelial ainda nao é

bem compreendido.

1.2. Principais alérgenos alimentares

Varias proteinas ja foram relacionadas como causa de alergia alimentar,
destacando-se, entre elas, as do leite de vaca, soja, trigo, frango, arroz, peixe, ovo,
batata, cenoura e frutos do mar (SABRA et al., 1995).

Poucos antigenos sao responsaveis pela maioria das reagdes alérgicas
associadas aos alimentos. A maioria dos pacientes & alérgico a um tipo especifico de
alimento. A alergia a muitos tipos de alimentos € geralmente incomum. Em lactentes e
criangas maiores, a maioria das reagdes alérgicas € associada com proteinas do leite
de vaca, ovo, amendoim e trigo (BURKS; SAMPSON, 1993; RUNSAENG;
METCALFE, 1998). Nos adultos, as reagdes alérgicas sdo associadas com proteinas
do amendoim, castanhas, peixe, mariscos e ovo (RUNSAENG; METCALFE, 1996;
METCALFE, 1998). As proteinas alergénicas provenientes dos alimentos que



apresentam pesos moleculares variando entre 10.000 e 60.000 daltons, apresentam

resisténcia a elevada temperatura, a pH acido ou a degradacéo por proteases.

1.3. O sistema imune gastrointestinal

O sistema imune das mucosas consiste de tecido linféide associado com os
tratos gastrointestinal, respiratério e urogenital, bem como, as glandulas que séo
ligadas a esses oOrgdos, tais. como: glandulas lacrimais, salivares, mamarias e o
pancreas. Quantitativamente, os tecidos linféides associados a esses sitios, em
particular ao trato gastrointestinal, contém a maioria dos tecidos linféides do
organismo (SIGAL; RON, 1994). O fato de que a resposta imune gerada em um sitio,
tal como o trato gastrointestinal, leva a geracéo de células linféides que migram para
outros sitios das mucosas a fim de gerar uma resposta imune protetora a todas as
mucosas, leva a nogdo de um sistema imune das mucosas unico (SIGAL; RON, 1994;
DUNKLEY et al., 1995; NEUTRA et al., 1996).

O sistema imune do intestino apresenta importante papel na resisténcia do
hospedeiro aos antigenos da microbiota local e na interacdo do hospedeiro com os
antigenos ambientais, como antigenos de alimentos. O tecido linféide que forma o
sistema imune da mucosa intestinal pode ser categorizado com base anatémica e
funcional em trés populagdes principais: placas de Peyer, células linféides da lamina
prépria intestinal (LLPI) e linfocitos intra-epiteliais (LIE).

O tecido Ilinféide associado ao intestino (GALT) exibe diferentes
compartimentos funcionais, com um ramo aferente representado por foliculos linféide
agregados e dispersos (placas de Peyer) e um ramo eferente representado pelos
tecidos linfoides difusos na lamina propria (GALPERIN; GERSHWIN, 1997) e no
préprio epitélio intestinal (MOWAT; VINEY, 1997). Apos a ativacdo induzida por
antigeno, ocorre proliferagcdo e diferenciagcdo dos foliculos linféides, entdo, os
linfocitos ativados e memoéria migram da placa de Peyer para os linfonodos
mesentéricos através dos tecidos linféides difusos, em seguida, atingem a corrente
sanguinea via linfa e finalmente chegam a lamina propria intestinal através de vasos
sanguineos especializados que expressam moléculas de adesdo (GALPERIN;
GERSHWIN, 1997; MOWAT; VINEY, 1997).

O tecido que constitue a mucosa intestinal contém uma ampla variedade de
células, como: endoteliais, do estroma, neuroendécrinas e imunolégicas. O sistema

imune das mucosas € a primeira linha de defesa contra antigenos estranhos,
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incluindo antigenos da dieta e microbianos. Em condi¢gdes normais, o sistema imune
das mucosas consiste de sitios indutivos e efetores para manter a homeostase
imunoldgica apropriada entre os ambientes da mucosa e do hospedeiro (KIYONO et
al., 2001).

A lamina proépria intestinal consiste de um tecido conjuntivo disperso entre a
camada muscular da mucosa e a camada epitelial. Normalmente, contém grande
numero de células, sobretudo linfécitos, plasmécitos e macrofagos, em adigéo,
mastécitos e eosindfilos sdo também normalmente encontrados neste espago
(SIGAL; RON, 1993). A lamina prépria também contem muitos foliculos linfoides
isolados, sendo que agregados maiores s@o encontrados nas placas de Peyer
(LESSOF, 1988). Os linfécitos T e B recirculam entre trés compartimentos no trato
gastrointestinal (ldmina propria, placas de Peyer e regides interepiteliais). Em
contraste aos linfocitos, os eosindfilos gastrointestinais, em condigées normais, séo
encontrados somente na lamina prépria (ROTHENBERB et al., 2001).

A camada epitelial apresenta, além dos enterécitos convencionais, muitas
células linféides de todos os tipos, bem como, uma Unica populagdo de células
epiteliais especializadas (células M) cuja funcao parece ser a captagéo e o transporte
de antigeno para os tecidos Iir_n‘éides associados (MOWAT; VINEY, 1997). Dentre os
varios tipos celulares, estdo presentes as células goblet, células enteroenddcrinas,
leucécitos intraepiteliais e as células de Paneth na cripta.

Os estudos atuais referentes ao sistema imune do intestino visam fornecer uma
base para aprimorar a compreensao dos mecanismos e fung¢des relacionados as
células intestinais no desenvolvimento da imunidade das mucosas e suas possiveis
implicagdes imunoprofilaticas e/ou imunoterapicas, bem como, os mecanismos de
hipersensibilidade.

1.3.1. Células do sistema imune intestinal

Células como mastécitos, macréfagos, linfécitos, eosinédfilos e leucécitos
polimorfonucleares apresentam um importante papel na imunofisiologia intestinal,
através da liberagdo de mediadores como aminas biogénicas, citocinas, metabolitos
do acido araquiddnico, substancias oxidantes dentre outros, que alteram o transporte
intestinal, sobretudo de eletrélitos (PERDUE; MCKAY, 1994).



Mastocitos

Os mastécitos encontram-se largamente distribuidos na mucosa intestinal,
pele, tecido conjuntivo e em muitos outros tecidos e 6rgéaos. Essas células sintetizam,
por ativagéo, muitos mediadores quimicos importantes, sendo parte deles estocados
(aminas, proteases), outros rapidamente sintetizados (6xido nitrico e leucotrienos) e
alguns lentamente formados (varias citocinas) (CALDERON et al., 1998; COSTA et
al., 1997). Podem ser ativados pela liberagdo de mediadores inflamatérios, por
mecanismos dependentes ou ndo de IgE. Dentre os mecanismos independentes de
IgE, podem ser ativados por' ionoforo de calcio, composto 48/80, substancia P e
determinados produtos microbianos (CALDERON et al, 1998). Em adicdo, vale
salientar que certas subclasses de IgG (IgG4 em humanos, IgG2A em roedores e
IgG1 em cobaias) podem também se ligar e ativar mastécitos (SAMPSON, 1997).

Dois tipos principais de mastécitos tém sido caracterizados em ratos: a)
mastocitos do tecido conjuntivo (MTC), que predominam na cavidade peritoneal, pele
e nas camadas musculares do intestino, principalmente na submucosa e muscular
prépria (BEFUS et al., 1988) e b) mastocitos da mucosa intestinal (MMI), que tém sido
isolados do intestino delgado de ratos, seguida de infestagdo com o nematddeo
Nippostrongylus brasiliensis (LEE et al., 1985; RIOUX; WALLACE, 1996), e que
encontram-se distribuidos em todas as camadas do trato gastrointestinal,
especialmente na lamina prépria e submucosa (GORDON et al., 1990, YU; PERDUE,
2001).

Os MMI tém apresentado propriedades diferentes daqueles MTC isolados da
cavidade peritoneal (STOK ef al, 1994). Esses dois tipos de mastécitos diferem
estruturalmente e funcionalmente em muitos aspectos, dentre os quais, destacam-se:
tamanho, tipo de mediadores e propriedades histoquimicas (ENERBACK, 1986;
MARSHALL, 1993). Neste sentido, os MMIs sintetizam uma protease sollvel,
denominada protease tipo Il, que & um bom marcador de ativagao, pois é liberada no
liquido intersticial e soro, podendo ser mensurada por imunoensaio (MILLER et al,,
1983). Especialmente em relagdo ao tamanho, os MMI sdo menores (5-10pm) do que
MTC (10-20um) (METCALFE et al., 1997).

Os mastécitos também tém apresentado propriedades diferentes em resposta
a varios agentes. Por exemplo, MMI apresenta sensibilidade bem menor, quando
comparado com MTC, a estimulagao por varios ativadores, como: composto 48/80,
veneno de abelha e alguns neuropeptideos (SHANAHAN et al, 1985; CROWE;



PERDUE, 1992). Em adi¢cdo, os MMIs podem ser ativados por estimulos n&o
imunolégicos, incluindo neurotransmissores do tipo substancia P e acetilcolina
(SHANAHAN et al., 1985; RAITHEL et al., 1999).

Os compostos antialérgicos também mostram especificidade na acéo
estabilizadora de mastocitos. Por exemplo, o cromoglicato de sdédio é efetivo em
prevenir a liberacdo de histamina de MTC, mas nado estabiliza os MMI, enquanto
doxantrazole previne liberagdo de histamina de ambas as categorias (CROWE;
PERDUE, 1992; PEARCE et al, 1982). Ambas as populagdes de mastdcitos
degranulam em resposta a sensibilizagdo antigénica mediada por IgE ou quando
expostas a doses relativament.e altas do neurotransmissor substancia P (MARSHALL,
1993).

A liberacdo de mediadores também difere para cada subpopulagido de
mastocitos e depende da forma de estimulagdo. Os mediadores tradicionalmente
liberados por MMI ativados sdo os seguintes: histamina, serotonina, protease tipo Il
(mastdcitos de ratos) e triptase (mastécitos humanos), prostaglandinas, leucotrienos e
fator ativador de plaquetas (METCALFE et al., 1997).

Varias citocinas e quimiocinas sao também sintetizadas por mastécitos, tais
como: interleucina-1 (IL-1), IL -3, IL -4, IL -5, IL -6, IL -10, IL-13, IL-14, IL-16, fator de
necrose tumoral (TNF)-c, interferon (IFN)-y, GM-CSF e MCP-1 (GORDON et al., 1990;
COSTA et al., 1997; STENTON et al, 1998; MEKORI; METCALFE, 2000; YU;
PERDUE, 2001), que recrutam outras células imunes e inflamatérias envolvidas na
modulagéo da resposta imune. Os linfocitos, eosindfilos e neutréfilos recrutados, por
sua vez, liberam seus mediadores, que agem modulando uma série de alteracdes
funcionais e estruturais do trato gastrintestinal (CROWE; PERDUE, 1992; MCKAY;
BAIRD, 1999). Algumas destas citocinas, particularmente TNF-a. e IL-10, que antes
eram reconhecidas somente por seus efeitos proé-inflamatérios, apresentam também
propriedades anti-inflamatérias (STENTON et al., 1998).

Os mastécitos encontram-se claramente envolvidos na patogenia de muitas
doencgas inflamatorias. Nao obstante, crescem as evidéncias, sugerindo o papel
destas células na protegdo de injurias inflamatérias e na maturagéo intestinal
(STENTON et al., 1998). Por éxemplo, a funcdo dos mastocitos pode ser regulada de
forma autécrina, por éxido nitrico, que possui tanto efeito protetor como efeitos
deletérios intestinais (STENTON et al., 1998).



Estudos em roedores tém demonstrado que determinadas alteragées no
transporte de agua e eletrélitos intestinais, apés um estimulo local, encontram-se
associadas com a liberagdo de histamina na mucosa, indicando que os mastocitos
intestinais s&o importantes células efetoras em reagdes alérgicas a alimentos (VAN
HALTEREN et al., 1997). Varias evidéncias indicam que os mastocitos intestinais
regulam o transporte epitelial de ions (CROWE; PERDUE, 1992). Contudo, ha poucas
informagbes sobre a participagdo dessas células na regulagdo da permeabilidade
intestinal.

Estudos evidenciaram que a administragdo sistémica de agentes
degranuladores de mastécitos, como composto 48/80, podem induzir a hiperplasia
destas ceélulas no intestino de ratos (ENERBACK et al., 1981; ENERBACK, 1986).
Baseados nessas informagdes, alguns pesquisadores passaram a investigar se
estimulos antigénicos repetidos ou prolongados induzem aumento do nimero de
mastocitos. Nesta perspectiva, Marshall (1993) demonstrou que exposicdes repetidas
com baixas doses de um determinado antigeno resultam em aumento do numero de
mastocitos da mucosa intestinal, sem, contudo, alterar o nimero de mastoécitos do
tecido conjuntivo. Ademais, neste mesmo protocolo experimental, foi evidenciada uma
diminuicdo na produgéao de IgE antigeno-especifica.

Rioux; Wallace (1996) investigaram os efeitos da exposicdo repetida e
prolongada ao antigeno ovalbumina, sobre a reatividade dos mastécitos da mucosa, e
demonstraram que a ativacao repetida dessas células resulta em uma diminuigéo
progressiva de protease Il de mastocitos de rato (RMCP-II) no soro, ndo relacionada
com a deplegdo desse mediador. Essa diminuigdo na degranulagdo de mastocitos
pode representar uma resposta adaptativa, objetivando minimizar os efeitos
deletéricos da exposi¢ao repetida ao antigeno. Os autores referem que infelizmente
nao existe ainda um marcador especifico de degranulagdo de mastoécitos do tecido
conjuntivo para se monitorar a degranulagao dessas células em estudos in vivo.

Levi-Schaffer et al. (1990) investigaram os efeitos de repetidas ou continuas
exposicdoes de mastédcitos peritoneais a antigenos, in vifro. Por conseguinte,
observaram que embora estas células permanegam responsivas durante exposigcdo
continua ao antigeno, a percentagem de liberagdo de histamina diminui
progressivamente. Estes autores sugeriram que isto pode ser causado por uma

redugcédo do numero de receptores para IgE sobre os mastécitos.
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A IgE além de participa'r nas reagdes de hipersensibilidade tipo imediata pode
estar envolvida em outros mecanismos indiretos fundamentais na patogénese das
doencgas alérgicas. Com a ativagdo do sistema imune, a populagdo de células Th2 se
expande e induz a produgéo de mais células B ligadas a producgéo de IgE (RUDDE et
al., 1996).

Em adicao, foi sugerido que os mastécitos podem estar diretamente envolvidos
na regulagao da produgéo de IgE, independentemente de células T (VAN HALTEREN
et al, 1997). Os mastdcitos, quando estimulados, expressam ligantes CD40 e
produzem IL-4, os sinais minimos requeridos para induzir a diferenciacdo de células B
em plasmécitos para producao de IgE (BRADDING et al., 1992). Além disso, tem sido
demonstrado que a IL-4 é um- étimo agonista na ativagdo de mastocitos (BISCHOFF
et al., 2000).

Os mastécitos intestinais sdo também importantes mediadores de interagtes
neuro-imunes. Em sintese, os principais neurotransmissores liberados das
terminagcdes de nervos entéricos, relacionados com mastécitos sdo os seguintes:
acetilcolina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), substancia P e muitos neuropeptideos, tais
como polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), neuropeptideo Y e somatostatina. Estes
neurotransmissores tém sido caracterizados como pré-secretérios (substancia P, VIP,
acetilcolina e 5-HT) ou pro-absortivos (neuropeptideo Y e somatostatina) (COOKE,
1986). Em resposta a certos neuropeptideos, os mastécitos liberam seus mediadores,
que, por sua vez, modulam determinadas alteragdes neuronais entéricas, podendo
assim desempenhar um impoﬁante papel na hipersensibilidade imediata em reagées
alimentares (COLLINS, 1996).

E também possivel que mastécitos possam regular a permeabilidade das
juncbées firmes nos enterécitos indiretamente através dos nervos (MCKAY;
BIENENSTOCK, 1994). Estudos demonstraram que os nervos sdo ativados por
mastocitos ou por mediadores de mastécitos e podem agir na amplificagédo da
resposta a hipersensibilidade (BERIN et al., 1997; PERDUE; MCKAY, 1994). Em
adicao, tem sido demonstrado que mastécitos e eosindfilos intestinais estéao
envolvidos na enteropatia relacionada a alergia alimentar (BISCHOFF et al., 2000).

Em suma, os mastécitos intestinais tanto podem apresentar efeitos regulatérios
fisiolégicos, como efeitos deletérios sobre o trato gastrintestinal. Contudo, sé&o pouco

conhecidos o0s mecanismos desses efeitos regulatérios. Especula-se que



determinados fatores podem criar um desequilibrio na atividade regulatéria destas
células, favorecendo o surgimento de patologias (STENTON et al., 1998).

Macrofagos

Os macrofagos, além de seu papel fundamental nos processos inflamatérios, ja
bem descrito na literatura, apresentam uma importante influéncia sobre o
funcionamento do sistema imunolégico e fisiologia do trato gastrintestinal (LASKIN;
PENDINO, 1995; FOSS; MURTAUGH, 1999). Além disso, apresentam um papel
crucial no sistema imune; sdo importantes no desenvolvimento, na homeostase
normal, na regulagdo imune e durante varias condigées patoldgicas, tais como:
infeccdo, inflamacao autoimune, aterosclerose, rejeicdo de transplante e cancer. Suas
principais fungdes incluem a fagocitose, o estabelecimento de interagdes célula-célula
e a produgdo de mediadores inflamatérios (BERG et al., 2001). Também estédo
envolvidos na secregdo e participagdo em certas respostas imunes humoral ou
mediada por células, incluindo atividade anti-tumoral. Algumas dessas fungbes, como
fagocitose de bacterias e debris celulares, sdo importantes para manter a integridade
do tecido intestinal (LEFEVRE et al., 1979).

Os macrofagos sao encontrados praticamente em todos os tecidos e fluidos do
organismo (LEFEVRE et al., 1979; JOHNSTON, 1988). Embora apresentem a mesma
origem, os macréfagos residentes em diferentes locais podem apresentar
caracteristicas bioquimicas e estruturais distintas, dependendo de seu microambiente
(JOHNSTON, 1988; OGLE et al., 1994). Por microscopia eletrénica, os macréfagos
intestinais de cobaias, ratos e humanos aparecem como células granulares, que
ocorrem com maior freqiiéncia nas regides apicais dos vilos absortivos. Estédo
freqlientemente localizados préximo aos vasos sangiiineos ou em associacdo com
plasmécitos na lamina prépria (LEFEVRE et al., 1979).

Os macréfagos e linfécitos T, que desempenham importante papel nas
respostas mediadas por células, tém sido encontrados em numero significativo na
lamina proépria, nas placas de Peyer e em outros foliculos linféides organizados no
intestino (ABRAHAM; OGRA, 1994).

Sendo uma fonte significante de varios mediadores inflamatérios, dentre os
quais citocinas (IL-1, IL-8, IL-12 e TNF-a), que participam da ativagdo de células
(RIBEIRO et al., 1991, KUBENA; MCMURRAY, 1996), associadas a sua capacidade

de apresentar antigenos, os macréfagos apresentam um o6timo potencial para
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influenciar o epitélio. Estes fagdcitos quando ativados liberam seus mediadores,
sobretudo IL-1B, que altera indiretamente a contractilidade muscular da mucosa, por

suprimir a liberagdo de importantes neurotransmissores, tais como: acetilcolina e
norepinefrina (COLLINS, 1996).

Os macroéfagos, por exposicdo a endotoxinas bacterianas ou citocinas (IL-1,
IFN-y e TNF-a)), podem ser estimulados a produzir éxido nitrico, que, por sua vez,
causa relaxamento da musculatura lisa endotelial, sendo considerado um
neurotransmissor ndo adrenérgico e nao colinérgico. Estudos em ratos sugerem que
oxido nitrico pode afetar a permeabilidade epitelial por modular a atividade de
mastécitos (KANWAR et al., 1992). Em altas concentragdes, o 6xido nitrico apresenta
propriedades citostaticas e/ou citotdxicas importantes para a eliminagido de
microorganismos, mas podem também causar injaria celular, como, por exemplo, nas
células epiteliais.

Dessa forma, fica evidente que os macréfagos, alem de exercerem um papel
fundamental na fase cronica do processo inflamatério, participam ativamente na
modulagdo de varios eventos da inflamagdo aguda. Alem disso, apresentam uma

importante influéncia sobre o sistema imunolégico (OGLE et al., 1994).

Linfocitos
Linfocitos T

O trato gastrintestinal € um grande 6rgdo imune e representa um consideravel
compartimento de células T, onde sao descritas como células T da [amina propria e
linfécitos intraepiteliais (LIE). ‘Essas células quando ativadas nas placas de Peyer
podem migrar e se domiciliar preferencialmente na lamina prépria intestinal
(ABRAHAM; OGRA, 1994). E estimado que a populacdo de células T, encontradas no
epitélio do intestino delgado, pode sozinha atingir quase 60% do total de células T do
corpo. Assim, os linfocitos da mucosa sao numericamente as mais significantes
células do sistema imune (MOWAT,; VINEY, 1997). Os linfécitos tém sido encontrados
em grande numero na lamina prépria, nas placas de Peyer e em outros foliculos
linféides organizados no intestino (ABRAHAM; OGRA, 1994).

Os linfécitos intra-epiteliais ficam localizados entre as células epiteliais
adjacentes a membrana basal, sendo uma importante fonte de citocinas, que, por sua
vez, podem esta envolvidas diretamente na resposta imunes antigenos-especifica (IL-
5), ou no crescimento epiteli'a| (TGF-B) (CROITORU; ERNST, 1992). Ademais, a
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liberagao de varias citocinas pelas células T auxiliares € um fator importante na
coordenagédo dos eventos imunes humoral e celular da mucosa do trato
gastrintestinal.

Os linfécitos intraepiteliais encontrados nos intestinos delgado e grosso
apresentam diferengas funcionais e fenotipicas nas duas regies intestinais. Camerini
et al. (1993) estudando duas populagées de linfocitos intraepiteliais isolados de
intestino de camundongos demonstraram que os do intestino grosso apresentam
atividade citolitica bem inferior aos do intestino delgado e sugeriram que essas duas
populagdes de linfécitos apresentam distintas fungdes imunolégicas. |

Os subconjuntos especificos de linfocitos T CD4+ apresentam um papel
principal em mediar e em regular as fungdes efetoras in vivo por isso sdo chamados
células T auxiliares ou “helper” (Th). Com base nos padrdes da produgéo de citocinas
as células Th humanas e murinas podem ser divididas em diversos subconjuntos
adicionais denominados ThO, Th1, Th2, Th3, Thp, e as células Tr1 (SEDER;
MOSMANN, 1999) descritas a seguir.

Um estudo recente por Groux et al. (1997) caracterizou uma nova subsérie de
células de T CD4+ que diferem substancialmente das classicas Th1 e Th2. Estas
células sao geradas por uma repetitiva estimulagéo antigénica de células T CD4+ de
camundongos ou humanas na presenc¢a de IL-10 e sdo denominadas T regulatérias-1
(Tr1) (GROUX et al, 1997). Estas células regulatérias sdo imunosupressoras em
diferentes modelos de inflamagdo imuno-mediada. As células Tr1 parecem ser
capazes de atenuar a colite ja estabelecida (GROUX et al.,, 1997). Se essas células
Tr1 agem inibindo a ativagdo, o recrutamento, e/ou as fung¢des efetoras de leucécitos
patogénicos ainda permanece incerto.

As células Th1 ativadas secretam IL-2, IFN-y e linfotoxina-a,, enquanto as
células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e IL-13. As células ThO sintetizam e
liberam tanto citocinas Th1 como Th2 (Figura 1), enquanto as células Th3 liberam
grandes quantidades do fator de transformacdo do crescimento (TGF)-B e estéo
associadas com o processo de tolerancia. Evidéncias se acumulam para sugerir que
as células Th1 e Th2 sdo derivadas de um precursor comum T — Thp, denominada
célula secretora de IL-2. Ha também boas evidéncias que demonstram que IL-12
derivada de célula apresentadora de antigeno, geralmente macréfago, é importante
para induzir a diferenciagdo Th1, enquanto IL-4 €& requerida para promover a
diferenciagdo de células Thp em Th2 (ABBAS et al., 2000).

13



Varios estudos mostram que as células Th1 estdo envolvidas em uma resposta
imuno-inflamatéria denominada hipersensibilidade do tipo retardada (HTR) tipo IV.
Esta resposta imune protetora envolve nao somente a ativagéo das células Th1 e da
liberagdo subseqiiente de suas citocinas, mas envolve também a ativagao de
macréfagos e outros leucocitos fagociticos, mediada por citocinas liberadas por Th1.
Apos ativadas essas células passam a liberar citocinas pré-inflamatorias adicionais,
tais como: TNF-qa, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-18. Por outro lado, uma resposta do
tipo Th2 & requerida para respostas imunes humorais, isto &, produgdo de anticorpos
(SORENSEN; PORCH, 2001; SARTOR, 2002).

Polarizagdo de Th1 e Th2

O papel de células Th2 na alergia alimentar tem sido recentemente revisado
por Romagnani (2000, 2001). A predominancia da resposta de células Th2 CD4 tem
sido frequentemente associada com alergia alimentar. Este tipo de interagédo (Th1 e
Th2) ocorre na reagéao inflamatéria induzida por eosinéfilos nas vias respiratérias, mas
ainda é pouco evidente na alergia alimentar (COHN et al.,, 1998; HERRICK et al.,
2000). A citocina IL-12 tem sido relacionada como a possivel via de comunicagao
entre células Th1 e Th2, e o melhor conhecimento nesta via de cooperagao na
hipersensibilidade intestinal sera de grande interesse no futuro proximo (Figuras 1 e
3).
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Hipersensibilidade
do tipo retardado

Recrntamento Ativacao

Figura 1 - Regulagdo da imunidade mediada por anticorpos e da
hipersensibilidade retardada. Com participacdo das células T auxiliares ou
‘helper” (Th) 1 e 2. CPA, célula apresentadora de antigeno; B, linfécitos B; E,
eosindfilos; IFNy, interferon y; IL, interleucina; M, macréfagos; P, plasmécitos; ThO,
celulas auxiliares T inexperientes (Fonte: SORENSEN; PORCH, 2001).

Linfocitos B

Uma das caracteristicas mais importantes do sistema imune das mucosas é a
quantidade de células B para secreg¢ao de IgA. A grande maioria (80%) das células
produtora de imunoglobulina do corpo esta localizada na mucosa intestinal.

Existem evidéncias experimentais mostrando que células T e macréfagos ou
células dendriticas das placas de Peyer produzem fatores que aumentam a
diferenciagédo de células B, para células B produtoras de IgA. Dentre esses fatores
soluveis, produzidos por células T e macrofagos, que tém importédncia no
desenvolvimento de linfécitos B produtores de IgA, destacam-se: IL-1, IL-5 e IL-6.
Essa diferenciacéo de células B para plasmocitos, que produzem imunoglobulinas,
n&o ocorre no interior das placas de Peyer e, sim, nos sitios difusos da lamina prépria,
onde ocorre a liberagéo de IgA (SIGAL; RON, 1994).



A ativacdo de linfécito B, dependente de células T, requer interacdo entre
numerosos pares de receptores ligantes sobre os dois tipos de células.
Recentemente, avangos tém ocorrido no entendimento como esses varios sinais
regulam as fungdes efetoras de células B e na identificagido de muitos novos pares de
receptores ligantes que contribuem para a regulagao da fungéo efetora de células B
por linfécitos T (BISHOP; HOSTAGER, 2001).

O sistema imune das mucosas comum (SIMC) que faz a interconexé@o entre
tecidos indutivos (por ex. placas de Peyer) e efetores (por ex. lamina propria
intestinal) para a indugdo da resposta IgA, j& € bem caracterizado. Recentes
resultados fornecem fortes evidéncias para a presenga de uma via para a indugéo de
IgA independente de SIMC. Duas subséries distintas de células B da mucosa para
produgdo de IgA, denominadas B-1 e B-2, estdo associadas com as cascatas
dependente e independente de SIMC, respectivamente (KIYONO et al., 2001).

Eosindfilos

Estes leucécitos pré-inflamatérios tém sido implicados na patogénese de varios
processos inflamatérios, especialmente nas desordens alérgicas (WELLER, 1991).
Em resposta a diversos estimulos, os eosinéfilos sdo recrutados da circulacdo para o
foco inflamatério, onde podem modular a resposta imune através de varios
mecanismos. Pode iniciar a resposta imune antigeno-especifica por agir como células
apresentadoras de antigenos. Além disso, podem secretar citocinas (IL-2, -4, -6, -10, -
12), capazes de estimular linfécitos (LUCEY et al, 1989; Kita, 1996); assim como,
expressar moléculas classe Il do complexo principal de histocompatibilidade — CPH
(LUCEY et al., 1989).

Os eosindfilos representam cerca de 2 a 5% dos leucécitos polimorfonucleares
em individuos nao-alérgicos (MCKAY; PERDUE, 1993). O acumulo de eosindfilos
ocorre em grande numero de doengas e envolve a interagdo entre eosindfilos e
células endoteliais, quimiotaxia e ativacao celular. Os eosindfilos sdo importantes nao
somente nas doengas alérgicas, assim como, possuem também efeitos
antiparasitarios. Algumas vezes, seus produtos podem ser prejudiciais, causando
dano tecidual (MENDES et al., 2000).

De forma similar aos neutrofilos, os eosinofilos contém enzimas proteoliticas
estocadas e quando estimulados podem sintetizar metabdlitos reativos do oxigénio

(MRO), metabdlitos do acido araquidonico e citocinas. Além disso, a liberagdo de
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proteina catiénica eosindfilica tem sido demonstrada em resposta a alérgenos, em
individuos com alergia alimentar e em resposta a gliadina em pacientes com doenca
celiaca (PERDUE; MCKAY, 1994). Os eosinofilos podem também participar
diretamente na resposta a antigenos alimentares, pois apresentam receptores de
baixa afinidade para IgE. Possuem, ainda, importante papel na gastroenterite

eosinofilica, que freqiilentemente encontra-se associada com alergia alimentar.

Neutrofilos

Esses leucocitos polimorfonucleares sdo os efetores fundamentais na defesa
do organismo. Apds a sua maturagdo, entram na corrente sanguinea e se mantém
circulantes em torno de 6-7 dias. Também podem migrar para os tecidos.

Os neutrdéfilos tém sido implicado na regulagdo da funcdo epitelial intestinal
(PERDUE; MCKAY, 1994). Esses fagécitos apresentam algumas propriedades em
comum, quando ativados liberam substancias como espécies reativas oxidantes,
proteases e metabdlitos do acido araquidénico. Além disso, sintetizam e reagem a
varias citocinas (MALAVIYA et al., 1996).

A ativacdo dessas céiulas em doencgas cronicas pode ser responsavel pelo
prolongamento e/ou manutencdo da inflamagéo intestinal nessas doengas. Existem
algumas evidéncias mostrando que mondcitos sdo ativados por endotoxinas
bacterianas (LPS) na doenga de Crohn sendo responsaveis pela acentuada liberagao
de metabdlitos reativos do oxigénio (MRO) (PERDUE; MCKAY, 1994). Esses
metabdlitos podem estimular a secregédo intestinal, aumentar a permeabilidade e
afetar a viabilidade dos enterécitos (GRISHAM et al., 1990).

1.3.2. Células ou agregados do epitélio gastrointestinal
Enterdcitos

A nocgao da funcgao epitelial apenas como barreira fisica tem sido modificada
nos ultimos anos. Neste sentido, estudos recentes tém mostrado que as células
epiteliais intestinais (CEl) apresentam um papel ativo na regulagdo de sua prépria
permeabilidade, pois secretam e respondem a multiplas citocinas e outras moléculas,
que atraem e ativam células imunes (PERDUE; MCKAY, 1994; STADNYK;
WATERHOUSE, 1997). Por conseguinte, aumentam as evidéncias mostrando que as

CEl, além de participar da homeostase intestinal, sdo também importantes
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reguladores no desenvolvimento da imunidade das mucosas (REINECKER et al.,
1996).

Os enterécitos expressam moléculas do tipo complexo principal de
histocompatibilidade (CPH) do tipo classe | e/ou Il, constitutivamente ou em resposta
a citocinas. Sabe-se que os enterdcitos sdo capazes de apresentar antigenos, in vitro,
porém, o papel dessas células na apresentagdo de antigenos, in vivo, ainda néo foi
elucidado (NEUTRA et al., 1996).

Por outro lado, alguns pesquisadores tém investigado o processamento e
apresentagéo de antigenos em células isoladas do epitélio intestinal (BLAND, 1998;
HERSHBERG et al., 1997; MAYER, 1998). A descoberta da expressido de antigenos
MHC sobre os enterécitos absortivos, da alguma indicacdo de que os antigenos sdo
processados pelo enterécito, porém a analise prolongada de enterécitos isolados em
cultura primaria é praticamente impossivel. O papel de moléculas CPH tipo classe |l
nos enterécitos, que sdo expressas constitutivamente em epitélio intestinal de
roedores e humanos normais, tem sido investigado pela analise de peptideos da
dieta, que se ligam a proteinas CPH classe Il epiteliais (BLAND, 1998). PERDUE;
MCKAY (1994) apresentaram evidéncias de que os enterdcitos podem expressar um
fenétipo ativado e assim participar diretamente da resposta imune das mucosas.

Além disso, quando da estimulagao, as células epiteliais intestinais produzem
varias citocinas, quimiocinas e moléculas superficiais, que podem atuar como
potentes fatores de atragcdo para células inflamatérias. Portanto, acredita-se que o
epitélio intestinal ndo € uma estrutura inocente, passivamente modulado pelos
mediadores de células imunolégicas. Ao contrario, a interagdo intensiva entre as
células epiteliais intestinais e as células imunolégicas competentes tem importancia
critica na manutencdo do processo inflamatério crénico caracteristico das doencas
inflamatérias intestinais (DIONNE et al., 1999).

Placas de Peyer

As placas de Peyer sado cole¢des organizadas de foliculos linféides agregados
e dispersos no intestino delgado, que funcionam como sitios de apresentagdo de
antigenos intestinais. Os antigenos que tém acesso as placas de Peyer ativam células
T e B deste sitio (MOWAT,; VINEY, 1997). Ap6s a sensibilizagdo nas placas de Peyer,
os linfécitos migram através dos vasos linfaticos, para a corrente sangiiinea e, a partir

dai, se estabelecem preferencialmente na lamina prépria intestinal, como células
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predominantemente produtoras de IgA. Assim, as placas de Peyer apresentam
importante papel na iniciagdo da resposta imune das mucosas e como fonte de
linfécitos T e B, que depois de ativados por antigenos, saem deste sitio e migram para
a lamina propria e regido intra-epitelial.

Os agregados linféides das placas de Peyer se estendem através da mucosa e
submucosa do intestino delgado. Estes foliculos contém um centro germinativo
circundado por uma area cortical, sendo que as células T preenchem as areas
interfoliculares e estao presehtes na cortical e no epitélio, enquanto os linfocitos B
estao presentes nos centros germinativos e areas corticais (LESSOF, 1988; MOWAT;
VINEY, 1997). As placas de Peyer aparecem no feto humano em torno de 24
semanas de gestagdo, sdo mais proeminentes no ileo, aumentam em nimero e
tamanho até a idade de 12 a 14 anos, e diminuem apoés essa idade (LESSOF, 1988).

Os linfécitos da circulagdo entram nas placas de Peyer através de células
endoteliais especializadas, denominadas vénulas endoteliais altas. Os linfocitos Be T

gue migram para as placas de Peyer expressam uma molécula “residente” sobre a
sua superficie (integrina a437), que interage com a molécula de ades&o vascular da

mucosa (adressina) (MOWAT,; VINEY, 1997). Dentro das placas de Peyer, os
linfocitos da mucosa sdao compartimentalizados em regides distintas. Assim, os
foliculos linféides contém mais células B.

O epitélio associado ao foliculo (EAF) que reveste as placas de Peyer difere do
epitélio associado aos vilos em dois aspectos: 1) contém células especializadas de
origem epitelial denominada células M, que se localizam entre os enterocitos
colunares e formam pontes citoplasmaticas que separam as células das placas de
Peyer do lumen intestinal; 2) possuem pequena quantidade de células “goblet”
produtoras de mucina. Bactérias, virus e particulas antigénicas podem entrar nas

placas de Peyer através das células M do epitélio associado ao foliculo especializado
(NEUTRA et al., 1996; KELLERMANN; MCEVOQY, 2001).

Células M

Sao células epiteliais especializadas encontradas sobre as placas de Peyer,
que transportam macromoléculas, particulas e alguns microrganismos por transcitose
para os foliculos linféides da mucosa. Elas captam antigenos do limen intestinais
para dentro de suas vesiculas pinociticas, que sdo transportados através do corpo

celular e liberados na area subepitelial das placas de Peyer. Representam uma falha
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na fungéo de barreira, mas provavelmente sdo também importantes por processar e
apresentar antigenos ao sistema imune das mucosas (NEUTRA; KRAEHENBUHL,
1994; NEUTRA et al., 1996).

Varios patégenos entéricos invadem as células M e séo transportados para as
placas de Peyer, isto provoca uma forte resposta imune na mucosa, incluindo a
producao de IgA contra toxinas microbianas ou antigenos de superficie. O Vibrio
cholerae, patégeno nao invasivo, adere a superficie das células M e através destas
atinge as placas de Peyer. Estudos demonstraram que a superficie das células M é
particularmente acessivel a ligacdo de estruturas com particulas coloidais, como
holotoxina da célera ou sua subunidade B, moléculas que sdo altamente
imunogénicas no sistema de mucosas e que podem atuar como adjuvantes
(NEUTRA; KRAEHENBUHL, 1994).

Embora varias citocinas tenham apresentado efeitos marcantes sobre a
resisténcia da barreira epitelial, o impacto desses mediadores sobre a via transcitética
por células M néo estd bem caracterizado (BERIN et al., 1997). Sabe-se que fatores
soluveis e o contato célula epitelial-célula imune séo requeridos para a formagéo de
células M, que recobrem as placas de Peyer, criando uma porta de entrada para
antigenos e bactérias (KERNEIS et al., 1997; NEUTRA et al., 1996). Vale salientar,
que antigenos intactos podem atravessar os enterécitos, que sao mais abundantes do
que as células M.

A Figura 2 mostra o trajeto que permite que alteragdées no lumen intestinal
sejam retransmitidas para o sistema imunoldégico da mucosa. Tradicionalmente, a
imunossupervisao do trato gastrointestinal tem sido a fungao das moléculas que
passam através do epitélio, seja entre as células epiteliais ou através das células
especializadas M (Figura 2A). Portanto, o epitélio atua como um mecanismo de
transdugdo na imunossupervisao (Figura 2B) (SANDERSON, 1999).
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Figura 2 — Trajeto que permite que alteragdes no limen intestinal sejam
retransmitidas para o sistema imunolégico da mucosa. As moléculas
luminares atravessam o epitélio intestinal por vias paracelular ou transcelular. A
transcitose de moléculas pode ocorrer através das células M atingindo as placas
de Peyer ou pelos enterécitos. A) Transferancia epitelial; B) Sinalizagéo epitelial
(Fonte: SANDERSON, 1997, 1999).

Células de Paneth

As células Paneth liberam granulos dentro do Iimen da cripta, no intestino
delgado, onde seus componentes protéicos participam na imunidade das mucosas.
Essas células foram implicadas como efetoras na fungdo da barreira das mucosas,
em virtude da presenga de lisozima, em seu interior, cuja secre¢do ocorre
apicalmente dentro do limen intestinal. Estudos dos produtos secretados por células
Paneth tém facilitado o entendimento sobre a biologia da cripta e seu microambiente.
Porque essas secregées incluem varias moléculas bioativas, tais como:
o—defensinas, fosfolipase A2 secretoria, lisozima, fator de necrose tumoral-o (TNF-a)
e matrilisina, que séo langadas no lumen intestinal. Peptideos e proteinas presentes
nos granulos das células de Paneth estao provavelmente envolvidos na inibicdo da
colonizagdo microbiana, pois suas proteinas apresentam atividade antimicrobiana
contra varios microrganismos (HARWIG et al., 1995; QUELETTE, 1997). Em adicao,
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estas celulas podem estar envolvidas no mecanismo de “clearence” luminal, por
interagir com as superficies apicais da camada de células epiteliais da cripta e
estimular a liberagdo de ion cloreto, sais e agua (QUELETTE, 1997).

Além da atividade microbicida, também tém sido especuladas outras fungdes
para células de Paneth. Por exemplo, a a-defensina tem sido implicada na atividade
quimiotatica para monécitos e para linfocitos T, possui agdo mitogénica, inibe a
atividade de células matadoras naturais ou “natural killer” (NK), in vitro, modulam o
volume celular do epitélio intestinal e renal, inibe a biossintese de corticosteroides, em

células adrenais cultivadas, entre outras fungées (QUELETTE, 1997).

1.3.3. Células musculares lisas

Estudos sugerem que a interagdo entre as células T e a musculatura lisa
intestinal pode ser bidirecional. Apds exposi¢ao ao interferon §, as células musculares
lisas intestinais expressam moléculas de superficie CPH-Il e moléculas de adeséo
intercelular 1, que sao pré-requisitos para apresentagéo de antigenos a células T. Em
adicao, as células musculares lisas produzem citocinas: como: IL-6 e IL-1p (COLLINS,
1996). Apds exposicdo a IL-1p recombinante humana, as células expressam RNA
mensageiro e proteinas para IL-6, através de um evento mediado por receptor,
indicando que as células musculares lisas sdo ao mesmo tempo fonte e alvo de
citocinas (KHAN et al., 1995). -

As citocinas derivadas de células musculares lisas podem agir como sinais co-
estimulatérios durante a apresentagcao de antigenos. Em estudos com camundongos
sensibilizados com ovalbumina, Hogaboam et al. (1996) mostraram que as células
musculares lisas apresentam antigenos estritamente do tipo CPH-II para linfécitos T
isolados de linfonodos mesentéricos, causando ativagdo e proliferagdo de células T.
Assim, a musculatura lisa tem a capacidade de funcionar como uma célula
apresentadora de antigenos nao especializada.

Como a permeabilidade intestinal encontra-se aumentada durante a inflamacéao
e como existem evidéncias do aumento da permeabilidade e atividade endotelial dos
vasos sanguineos, que irrigam as camadas musculares durante a inflamagéo é
provavel que as células musculares sejam expostas a antigenos derivados de
parasitas e do limen (COLLINS, 1996). Portanto, existe a possibilidade das células
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musculares estarem envolvidas na imunorregulagéo da inflamacéo intestinal, através

da atracdo de células T via apresentagdo de antigenos.

1.3.4. Neurénios (nervos e fibras nervosas)

O sistema nervoso entérico (SNE) é constituido de 10° células nervosas ou
neurdnios no trato gastrointestinal que pode funcionar independentemente do controle
central (YU; PERDUE, 2001). O SNE é como um cérebro no intestino com muitas das
propriedades neurofisiolégicas do sistema nervoso central. No entanto, a fungédo do
nervo entérico é influenciada pelo cérebro via conexdes com nervos simpaticos e
parassimpaticos. A conexdo cérebro-intestino sera descrita de forma sucinta mais
adiante na descrigado sobre o papel da serotonina no intestino.

O trato gastrointestinal é inervado por nervos e fibras nervosas do sistema
nervoso simpatico, parassimpatico e entérico. As fungbes intestinais, como
motilidade, secrecdo e fluxo sanguineo sé@o controlados e integrados pelo sistema

nervoso entérico.

1.3.5. Mediadores celulares na inflamacgao

Atualmente, tem aumentado muito o interesse pelos mecanismos de controle
da imunofisiopatologia intestinal, em particular o envolvimento de células imunes e
seus respectivos mediadores. Ha muito tempo se sabe que o epitélio intestinal atua
como uma barreira no controle de patégenos intestinais. Contudo, s6 recentemente
tem se tornado evidente a participagdo das células do sistema imunolégico no seu
funcionamento (MCKAY; PERDUE, 1993; PERDUE; MCKAY, 1994; STACK et al.,
1995; THEODOROU et al., 1996).

A mucosa intestinal contém grande numero de células imunocompetentes
(macréfagos, linfécitos, mastécitos, neutrdfilos, etc), localizadas préximo ao epitélio e
geralmente associadas a estruturas nervosas. Portanto, a contiglidade destas
estruturas pode explicar a interrelacédo funcional do sistema imune com sistema
nervoso entérico e trato digestivo (SCHREIBER et al., 1992; CIANCIO; CHANG, 1992;
PERDUE; MCKAY, 1994).

Existem muitos trabalhos demonstrando que as células imunes da lamina

prépria intestinal sdo aptas para. sintetizar determinados mensageiros quimicos, do
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tipo metabdlitos do &cido araquidonico, fator de agregagdo plaquetaria, aminas
biogénicas, oxidantes e citocinas que, por sua vez, podem alterar as fungdes do
epitelio intestinal de forma direta ou até mesmo indiretamente, através da ativacao de
outros tipos celulares e/ou sistema nervoso entérico (MCKAY; PERDUE, 1993;
PERDUE; MCKAY, 1994; EBERHART; DUBOIS, 1995; STACK et al, 1995;
THEODOROWU et al., 1996).

Prostaglandinas

Os metabdlitos do acido araquidonico, em especial as prostaglandinas,
desempenham um papel relevante na fisiopatologia intestinal. Essas moléculas
lipidicas potentes afetam varios aspectos fundamentais da imunidade. A principio
tinha-se uma visdo de que as'prostaglandinas eram simplesmente moléculas imuno-
inibitorias. Hoje se sabe que elas regulam a imunidade e a inflamacao (HARRIS et al.,
2002). Apresentam um papel importante na modulagdo de varios processos
fisiolégicos no intestino delgado. Tais como, em varias fungdes do intestino delgado
que incluem secrecado intestinal, motilidade, protegdo da mucosa e do epitélio e
funcao de barreira endotelial (BABAK; THOMAS, 2000; MOHAJER; MA, 2000).

Existem alguns trabalhos relatando o fato de que muitos destes mediadores
inflamatdrios estimulam a secregdo de cloreto e agua no intestino, bem como, tém
sido relatados altos niveis desses eicosandides, tanto nas diarréias de ocorréncia
natural como naquelas produzidas em animais experimentais (MCKAY; PERDUE,
1993; EBERHART; DUBOIS, 1995; STACK et al., 1995).

As prostaglandinas .presentes na mucosa gastrointestinal constituem
importante fator de protegédo contra injarias, por estimularem a secregdo de muco e
bicarbonato e aumentarem o fluxo sanguineo na mucosa (WALLACE, 1993; CRYER,
2000). As prostaglandinas endégenas reduzem os danos a mucosa duodenal
induzidos por acido cloridrico em ratos (NYLANDER et al., 1995). Em adicdo, esses
mediadores inibem a participagdo de linfocitos nas reagdes de hipersensibilidade
tardia (LESSOF, 1988).

Alguns estudos evidenciaram que macrofagos e mastécitos da regido
subepitelial constituem a principal fonte de prostaglandinas no intestino e que sao
particularmente reconhecidos como grandes produtores de eicosandides. Esses
mediadores, em especial as prostaglandinas, tém sido implicados na fisiopatologia

das doencgas inflamatorias intestinais, visto que além de induzirem secregao
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diretamente, podem intermediar ainda as agées de outros agentes sobre a fisiologia
do enterdcito (MCKAY; PERDUE, 1993; PERDUE; MCKAY, 1993; EBERHART,
DUBOIS, 1995). Portanto, as diversas atividades das prostaglandinas sdo importantes
para o desenvolvimento de terapias novas objetivando a modulagéo imune (HARRIS
et al., 2002; SARAH et al., 2002).

Leucotrienos

Ndo s6 os prostandides como também outros mediadores lipidicos tém
participacdo na inflamagao intestinal. O principal produto da 5-lipoxigenase, o
leucotrieno B4 & um potente quimiotatico de neutréfilo, tendo sua expressdo
aumentada na inflamagao da mucosa.

O termo leucotrieno (LT) foi proposto porque a sua sintese ocorre nos
leucécitos e sua estrutura qufmica apresenta trés ligacdes alternadas (trieno) de um
total de quatro ligagdes duplas (dai o nimero 4, por exemplo, LTD4). Diferentes do
LTB4, os leucotrienos C4, D4 e E4 contém o aminoacido cisteina em sua molécula e,

por isto, eles sdo chamados de cisteinil-leucotrienos (cisLT).

Os leucotrienos atuam ligando e ativando receptores especificos da superficie
das ceélulas-alvo. Até o momento ja foram identificados trés tipos de receptores em
pulmdes humanos: um receptor para LTB4 e dois receptores para cisteinil-receptores
receptores cisLT1 e cisLT2 (LYNCH et al., 1999). Em seres humanos, o principal

receptor para cisteinil-leucotrienos € o cisLT1.

Os cisteinil-leucotrienos (ou peptidoleucotrienos), LTC4, LTD4 e LTE4, sao
mediadores lipidicos que tém sido implicados na patogénese da asma, geram uma
intensa vasodilatagdo e aumentam a permeabilidade vascular (LYNCH et al.,, 1999;
BORGES, 2001).

Thivierge et al. (2001) demonstraram que IL-4 e IL-13 (citocinas Th2), mas nao
IFN-gama, aumentam os niveis de RNAm de cisLT1 com conseqliente aumento de
expressao do receptor proteico e fungdo em mondcitos e macrofagos humanos. O
efeito foi observado apés 4 h, foi maximo por 8 h e mantido por 24 h. Eles também
demonstraram aumento da resposta a LTD4, mas ndo a LTB4, em termos de
mobilizacdo de Ca’™, bem como atividade quimiotatica aumentada. Os autores
sugeriram um possivel mecanismo pelo qual IL-13 e IL-4 podem modular a expressao

de receptor cisLT1 em mondcitos e macréfagos e conseqilentemente sua resposta a
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LTD4, e assim contribui para a patogénese da asma e de doengas alérgicas.
Portanto, os cisteinil-leucotrienos sdo potentes mediadores pré-inflamatérios na asma
e alergias (HENDERSON, 1994) e grandes quantidades desses leucotrienos sdo
sintetizadas por eosindfilos e mastocitos (SMITH, 1999).

Os cisteinil leucotrienos apresentam um importante papel nas reacgdes
inflamatérias, tal como nas doengas inflamatorias intestinais e parecem regular a
resposta celular envolvida na inflamagéo alérgica. Nagata et al. (2002) mostraram que
leucotrieno D4 aumenta a adesdo de eosindfilos por via receptor cisLT1, porque
aumentam a expressao de CD11b e CD18 sobre a superficie dos eosinofilos.

A literatura relata que ha um aumento na sintese de leucotrienos intestinais,
tanto em animais com inflamacgao intestinal induzida experimentalmente como em
individuos com colite ulcerativa. Portanto, essas evidéncias tém sugerido a
participagcdo desses agentes na patogénese das doencas imuno-inflamatérias do
intestino (SCHREIBER et a}., 1992; SMITH, 1992; MCKAY; PERDUE, 1993).
Westerholm-Ormio et al. (2002) avaliaram a capacidade da mucosa intestinal do
intestino delgado de produzir LTB4 e LTC4 em criangas com doenga celiaca. A
pesquisa de LTB4 e LTC4 foi realizada através de biopsias intestinais apods
estimulagdo com ionéforo de calcio A23187. Em adigéo, também foi examinada a
relagdo entre a produgao desses leucotrienos e os sintomas de diarréia. Os
resultados demonstraram que a produgédo LTB4 e LTC4 foi significativamente maior
nas biopsias de pacientes com doencga celiaca ativa do que nos controles (p<0,05 e
p<0,01, respectivamente), sendo o aumento maior para LTC4. Contudo, nenhuma
diferencga foi encontrada entre os pacientes com e sem diarréia. Nao obstante, o papel
dos leucotrienos na fisiologiapatologia intestinal ainda precisa ser mais bem
esclarecido.

Por fim, no tocante ao LTB4 tem sido relatado que esse leucotrieno nao
participa diretamente no transporte idénico do intestino. Contudo, age como potente
quimoatraente como citado acima, estimulando, dessa forma, a migracdo de
neutréfilos para o intestino, com consequente lesdo da mucosa intestinal (ELTON et
al., 1989; SMITH, 1992; MCKAY; PERDUE, 1993).

Fator de agregacao plaquetaria (PAF)
O PAF é um mediador derivado de fosfolipidios da membrana, por ativagao da

fosfolipase A2, sintetizado por macréfagos, mastocitos, neutréfilos e plaguetas. Além
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de estimular plaquetas, o PAF causa aumento da permeabilidade vascular, agregacao
e adesao de leucocitos, quimiotaxia e estimulagao de outros mediadores (BRAQUET
et al., 1987). Além disso, o PAF também aumenta a secrecéo epitelial de cloreto, a
agregagcao plaquetaria e a contragéo de musculo liso.

Dentre as células da lamina propria intestinal tem sido referido que os
macrofagos, mastoécitos e células endoteliais sdo fontes importantes do fator de
agregacao plaquetaria (SNYDER, 1990). Existe uma série de evidéncias clinicas,
experimentais e histopatologicas, correlacionando o PAF com doengas inflamatérias
do intestino (MCKAY; PERDUE, 1993; MORTEAU et al., 1993; FONTELES et al,,
1995; MEENAM et al., 1996).

Aminas biogénicas (serotonina e histamina)

A serotonina (5-HT) apresenta diversos papéis fisiolégicos, atuando como:
neurotransmissor no sistema nervoso central; regulador na fungdo do musculo liso
nos sistemas cardiovascular e gastrointestinal; e, regulador da fungéo plaquetaria. As
concentragdes mais altas da 5-HT sédo observadas na mucosa gastrointestinal,
seguida das plaquetas e sistema nervoso central.

Recentes estudos tém mostrado que a serotonina (ou 5-HT) apresenta um
importante papel como substéncia sinalizadora na conexao cérebro-intestino, pois
medeia a transferéncia quimica de informagdes dentro do circuito neuronal em muitos
dos niveis integrativos da hierarquia. Em torno de 95% da serotonina esta localizada
no intestino. As duas principais fontes paracrinas dessa substancia no trato
gastrointestinal sdo as células enterocromafins e as células imuno-inflamatérias
(GERSHON, 1999; WOOD, 2001). A quantidade de 5-HT liberada no intestino
aumenta apdés uma refeicdo. Ela ativa os nervos aferentes esplanquinicos, que em
seguida transmitem os sinais para o SNC.

O efeito da serotonina sobre o transporte idnico epitelial foi demonstrado em
tecidos intestinais de rato (BEUBLER et al., 1986). Neste estudo os autores
demonstraram que, ap6s a infusdo intra-arterial de serotonina, houve secrecao
liquida, sendo esta inibida por indometacina, sugerindo, assim, que serotonina induz
secregao idnica via produgao de prostaglandinas (BEUBLER et al., 1986).

Os receptores 5-HTIP e 5-HT4 modulam reacdes de hipersensibilidade do
intestino humano, tais como hipersecrecdo e eventos motores propulsivos
(GERSHON, 1999: WOOD, 2001), enquanto em colon de cobaias, os receptores 5-
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HTIP, 5-HT3 (encontrados em neurdnios motores e interneurdnios) e 5-HT4
(predominantes em neurdnios sensoriais) estdo envolvidos na motilidade intestinal
(SPILLER, 2001). A resposta rapida na ativagdo por serotonina é mediada por
receptores do subtipo 5-HT3 (WOOD, 2001), enquanto a resposta lenta por 5-HTIP
(GERSHON, 1999). Os recepfores 5-HT4 parecem estar localizados em terminagées
nervosas colinérgicas que quando estimuladas aumentam a secregdo de acetilcolina.
Acetilcolina e substancia P sado provavelmente os estimulantes finais que agem sobre
as fibras musculares (SPILLER, 2001).

Em geral, estimulos com alérgenos alimentares aumentam a motilidade
intestinal, pela liberagdo dos mediadores de mastocitos como histamina,
prostaglandinas, leucotrienos e 5-HT. Entretanto, em ratos sensiveis a ovalbumina, o
antagonista de receptor 5-HT1, metisergida, e o inibidor de cicloxigenase,
indometacina, bloquearam o aumento de motilidade mediada por alérgeno, enquanto
antagonistas de receptores H1 e H2 nao tiveram nenhum efeito sobre a motilidade
intestinal no mesmo estudo, sugerindo que histamina ndo tem um papel importante na
motilidade aumentada (STENTON et al., 1998).

A serotonina apresenta tanto efeitos inibitérios como excitatérios sobre a
motilidade intestinal, agindo diretamente sobre os mdusculos e indiretamente via
neurdnios sensoriais, motores e inter-neurénios (SPILLER, 2001).

A histamina apresenta uma atividade ampla nos tecidos e érgaos através da
acao em pelo menos trés classes distintas de receptores, denominados H1 (ASH,;
SCHILD, 1966), H2 (BLACK et al., 1972) e H3 (ARRANG et al., 1983). E um mediador
multifuncional que regula a contragdo de musculo liso nas vias aéreas, a secregao
acida no intestino e a liberagdo de neurotransmissores no SNC através desses trés
bem caracterizados receptores H1, H2, H3, respectivamente. Uma vez liberada, a
histamina pode exercer efeito local ou disseminado sobre os musculos lisos e
glandulas (WASSERMAN et al., 1988).

Em adigao, recentemente, um quarto subtipo de receptor para histamina (H4)
foi caracterizado e pode ser um alvo terapéutico para a regulagdo da fungao imune,
particularmente no que diz respeito a alergia e a asma. Enquanto o receptor H3 se
expressa quase que exclusivamente no tecido nervoso, H4 se expressa
primariamente na medula éssea e eosindfilos (LIU et al., 2001).

A histamina liberada por células efetoras (mastécitos e basoéfilos) durante as

reagdes inflamatorias pode influenciar a resposta imune. Jutel et al. (2001) enfoca o
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papel de histamina na regulagdo imune. Utilizando camundongos mutantes
deficientes de receptores H1 e H2 os autores demonstraram que a histamina aumenta
a resposta do tipo Th1 através do receptor H1 (H1R), que é o receptor predominante
sobre as células Th1. Enquanto, as respostas Th1 e Th2 sido negativamente
reguladas por receptor tipo H2 (H2R), ou seja, os camundongos desprovidos de H2R
mostraram aumento na secregcao de citocinas tanto Th1 como Th2. Os autores
mostraram ainda que a delecdo de H1R em camundongos suprime a produgido de
IFN-g, aumenta a secregdo de citocinas Th2 (IL-4 e IL-13) e a resposta anticorpo
especifica € aumentada, com altos niveis de IgE e IgG1, IgG2b e IgG3 comparada
com camundongos sem H2R. Esses dados mostram uma importante funcao
regulatéria no controle dos mecanismos envolvidos na inflamagao através da

histamina derivada de células efetoras.

Citocinas e quimiocinas

Em geral, a hipersensibilidade intestinal esta associada com um aumento de
citocinas Th2, particularmente’ IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (HEUSSER; JARDIEU, 1997;
KUWABARA et al, 1995; VAN HALTEREN et al, 1997) (Figura 3). Estudos
demonstram que IL-4 e IL-10 s&do requeridas para o aumento da produgdo de IgE
apo6s estimulo intragastrico. Van Halteren et al. (1997) mostraram uma importante
correlagao entre citocinas de células Th2, producao de IgE e liberagdo de histamina,
utiizando um modelo murino de sensibilizagdo sistémica com baixas doses de
ovalbumina precipitada em hidréxido de aluminio.

A entrega de antigenos protéicos para o GALT pode resultar em
hipersensibilidade ou tolerancia oral dependendo das circunstancias. Um dos
mecanismos pelo qual os adjuvantes da mucosa podem afetar essas circunstancias é
pela indugdo de citocinas de macréfagos, incluindo IL-1 e IL-12. Essas citocinas
podem diretamente afetar a resposta imune por seus efeitos sobre células T antigeno-
especificas e pela indugao de IFN-y por células T ou NK. O IFN-y também ativa
macrofagos a aumentar a expressdao de moléculas co-estimuladoras ou CPH e a
inducao de IL-1 e IL-12 (FOSS; MURTAUGH, 1999).

Embora varias citocinas tenham apresentado efeitos marcantes sobre a
resisténcia da barreira epitelial, o impacto desses mediadores sobre a via transcitética
nao esta bem caracterizado (BERIN ef al, 1997). Sabe-se que fatores sollveis e

contato célula epitelial-célula imune sao requeridos para a formacgéao de células M que
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recobrem as placas de Peyer, criando uma porta de entrada para antigenos e
bactérias (KERNEIS et al., 1997; NEUTRA et al., 1996). Vale lembrar, que antigenos
intactos podem atravessar os enterécitos, que sdo mais abundantes do que as células
M.

Em modelo de inflamagéo intestinal induzida por nematédeo, Collins (1996)
observou que as alteragdes pela liberagéo de neurotransmissores podem ser abolidas
pelo pré-tratamento com um antagonista de IL-1, implicando IL-1 como mediadora
dessas alteragdes, em adigdo, foi observado aumento na imunorreatividade de
substancia P. Assim, as alteragées mediadas por citocina na fungdo nervosa entérica
provavelmente refletem uma cascata de eventos envolvendo a indugéo e liberagao de
varias citocinas dentro do plexo (COLLINS, 1996).

Existem claras evidéncias que dao suporte ao papel das citocinas nas
manifestacdes clinicas e imunopatolégicas da doenca inflamatéria intestinal humana.
TATEITSHI et al. (1997) avaliaram o possivel papel de uma série de citocinas no
modelo de colite induzida por acido sulfénico trinitrobenzeno (ASTNB) em ratos, para
examinar sua relagdo com a permeabilidade intestinal. Apds rapido aumento da
permeabilidade intestinal do azul de Evans no célon, houve aumento de TNF-o
inicialmente e, em seguida, de IL-1 e de IL-6. Foi observado por imunofluorescéncia
que a célula produtora da maioria do TNF-a e IL-1 € o macréfago (Figura 3). Os
achados sugerem que o aumento na produgédo de citocinas pro-inflamatérias de
macrofagos intestinais acompanhado pelo aumento da permeabilidade intestinal pode
contribuir para os sintomas sistémicos e intestinais da colite induzida por ASTNB.

As atividades biolégicas de IL-1 sédo multiplas e variam tanto em relagdo ao tipo
do efeito, quanto aos sitios celulares envolvidos. Dentre estas: ativagao de linfécitos B
e T, ativacao de macrofagos, formagao de prostaglandinas expresséo de genes de
algumas citocinas, como a IL-1, o TNF e a IL-6, além da ativagcdo de células
endoteliais e produgdo de 6xido nitrico. Na reagéo inflamatoria celular, a IL-1 ativa
‘macréfagos a produzir IL-8 e LTB4, ambos potentes fatores quimiotaticos para
neutrofilos.

Hoje ja esta bem caracterizado que dentre os mediadores inflamatérios as
citocinas proé-inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-8), desempenham papéis fundamentais
para a migracao celular (DINARELLO, 1993). As citocinas sdo responsaveis pela
ativagao celular, amplificando a resposta inflamatéria por meio da liberagédo de varios

mediadores quimicos. Algumas citocinas quando estao presentes no sitio inflamatoério
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induzem a migragéo de neutréfilos para o local (DINARELLO, 1991, 1993), enquanto
que quando presentes em altas concentragdes na circulagdo inibem a migragdo de
neutréfilos para o sitio inflamatério.

O TNF & uma citocina proé-inflamatéria produzida por varios tipos celulares, em
especial por macréfagos, linfocitos e mastocitos, que compdem a lamina prépria do
intestino. Essa citocina tem sido comumente apontada como um dos mediadores
inflamatérios implicados nas "alteragbes da fisiologia epitelial (MCKAY; PERDUE,
1994; SARTOR, 1994). Sua produgdo é estimulada por IFN, IL-1, IL-2, GM-CSF,
substancia P, bradicinina, imunocomplexos e PAF e inibida por dexametasona,

ciclosporina, PGE2, IL-6 e antagonistas do PAF dentre outros (TRACEY; CERAMI,
1993).

Dentre outras, algumas agdes importantes de TNF no processo inflamatério
sdo: atividade quimiotatica, alteragdes endoteliais e estimulo ao metabolismo
oxidativo de fagodcitos (TARTAGLIA et al, 1993; WASERMAN et al., 2000). Em
adi¢ado, tem sido descrito que o TNF-a pode induzir uma expansao na populacédo de
células residentes da lamina prépria e epitélio intestinal, com a conseqtiente liberacédo
de outros agentes, tais como citocinas, derivados lipidicos, enzimas, oxidantes e
neurotransmissores, muitos dos quais, por sua vez, sdo capazes de provocar lesdo na
mucosa intestinal (BERSCHNEIDER; GORALSKA, 1992; MCKAY; PERDUE, 1994).
Seno et al. (2002) demonstrou que TNF-a. liberado de células Paneth degeneradas é
responsavel, pelo menos em parte, pela proliferacao de células intestinais, através da
ativacao de NF-kappaB (NFkB), sugerindo seu efeito proliferativo também sobre
células epiteliais intestinais.

Outra citocina que desempenha papel fundamental na inflamacéo é a IL-1. Os
macréfagos e mondcitos contituem a principal fonte de IL-1, produzindo
principalmente IL-1B, enquanto os queratinocitos produzem IL-1a. Outros tipos
celulares podem produzir IL-1, como linfécitos T e B, células endoteliais, fibroblastos,
células de Langerhans (DINARELLO; WOLFF, 1993). A sintese de IL-1 pode ser
induzida por TNF-a, IFN-o, B e y, LPS, virus e antigenos (AREND, 1991; VARELLAL,;
FORTE, 2001).

As atividades biologicas primordiais da IL-1 incluem a estimulagao de células
CD4+ para a secregédo de IL-2; proliferagdo e ativagdo de linfécitos B, neutrofilos,
monocitos/macréfagos, aumentando as atividades quimiotaticas e fagocitarias.

Estimula a adesédo de leucécitos, aumenta a expressdo das moléculas de adesado



pelas células endoteliais, inibe a proliferagdo das células endoteliais. Em adigéo,
interleucina-1 estimula a sintese e liberagao de outros mediadores com propriedades
quimoatraentes para leucocitos (SARTOR, 1994).

A IL-1 e TNF-a agem na mobilizagdo e ativacdo de leucocitos
polimorfonucleares, na indugéo de ciclooxigenase e lipoxigenase, no aumento da
expressdo de moléculas de adesdo, na ativagdo de células B, células T e células
matadoras naturais (NK) e no estimulo a produgéo de outras citocinas. Além disso,
essas citocinas tém acédo na 'expresséo de varios genes via ativagdo de fatores de
transcricdo como NFxB (DINARELLO, 1993; WESTERHOLM-ORMIO et al., 2002).

Algumas evidéncias tém indicado que a interleucina-6 participa da amplificacdo
da resposta inflamatéria intestinal. Nesse contexto, tém sido evidenciado elevados
niveis de IL-6 no intestino de individuos com colite ulcerativa. Observou-se, ainda, que
os macrofagos residentes, presentes na lamina proépria intestinal de pacientes com
doencgas inflamatdrias, sdo aptos a sintetizar grandes quantidades dessa citocina
(SCHREIBER et al., 1992; REINECKER et al., 1993). A produgéo de IL-6 é estimulada
por diversos fatores, tais como: IL-1, TNF, IL-2, IL-3, virus e GM-CSF (ABBAS et al.,
1994).

A producgao de IL-8, por células epiteliais e macréfagos residentes, é capaz de
amplificar o processo inflamatério agudo no intestino, através de seus mecanismos
relacionados com atividade quimiotatica para neutréfilos (MCCAIN et al., 1993;
ECKMANN et al., 1993). Foi também evidenciado experimentalmente que a exposigao
do intestino a determinadas citocinas, dentre elas a interleucina-8, reproduz muitas
caracteristicas da inflamagao intestinal, tais como ativagdo de células imunes,
endoteliais e epiteliais e recrutamento de células inflamatérias circulantes (SARTOR,
1994).

Em adicdo, Reinecker et al. (1996) demontraram que as células epiteliais
intestinais expressam IL-15 e sugeriram que esta interleucina € um importante
mediador que pode integrar a fungcdo das células epiteliais com o sistema imune

intestinal.

Por fim, Varellal; Forte (2001) sintetizou as agbes das citocinas sobre o sistema
imune, descrevendo-as como: INF-gama é um imunomodulador, estimulando o perfil
de resposta Th1. IL-1 atua como potente agente inflamatério. TNF tem agbes
semelhantes a IL-1. IL-2 é o principal agente proliferativo para células T. As

interleucinas IL-3, IL-7, IL-9 e IL-11 estimulam células progenitoras. A IL-4, IL-5 e IL-6
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atuam nas reacgdes alérgicas e nas parasitoses. A IL-8 agrupa os fatores
quimiotaticos. IL-12, IL-16 e IL-20 sdo também agentes inflamatérios, enquanto que
IL-10, IL-13 e IL-19 deprimem a resposta imunoldgica (MARSHALL et al, 1996;
GALLLAGHER, 2001).
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Figura 3 — Producao de citocinas e vias de diferenciagdo e proliferagio
de células T (CT) em resposta a antigenos. Antigenos podem ser apresentados
‘a linfécitos T por células apresentadoras de antigenos (APC), como macréfagos (Mdps),
no sistema imune intestinal. Na presenga de citocinas como IL-12, IL-18 (importante
para resposta Th1 nas mucosas) e IFN-y produzidos por APC (Mds), linfocitos T podem
se diferenciar em células efetoras Th1, enquanto IL-4 pode induzir diferenciagdo em
linfocitos Th2. Essas células Th2 produzem grande quantidade de citocinas tais como
IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 que regulam a produgdo de anticorpos e resposta alérgica,
enquanto células Th1 produzem altos niveis de IFN-y que induz recrutamento e ativagéo
de macréfagos em reagdes de hipersensibilidade e IL-2 estimula a proliferagao de
células T (Th = T “helper” ou auxiliar). IL-10 produzida por APC pode estimular a
diferenciagéo de ThO em Th3 (Fonte: modificado de SARTOR, 2002)



1.4. Células e mediadores na imunofisiopatologia de enteroxinas bacterianas:
dados do Laboratério de Doengas Infecciosas, UPC & IBIMED/UFC

Ha varios anos um grupo de pesquisadores do nosso laboratério vem
investigando o papel de células inflamatérias na imunofisiologia e farmacologia do
trato gastrintestinal. Nessa perspectiva, inicialmente, foi demonstrado que a
administracdo de toxina A do Clostridium difficile, em alga intestinal de coelho, in
vivo, provoca uma potente secregdo intestinal, semelhante aquela produzida pela
toxina do Vibrio cholerae (LIMA et al., 1988; LIMA et al., 1989). Evidenciou-se ainda,
nestes estudos, um importante infiltrado de células mononucleares nas mucosas e
submucosas ileal tratadas com toxina A, sugerindo, assim, o envolvimento destas
celulas, em especial macréfagos, na fisiopatologia da diarréia inflamatéria provocada
pelo Clostridium difficile (LIMA et al., 1989).

Seguindo esta linha de raciocinio, outros pesquisadores, desse mesmo grupo,
observaram que a atividade secretéria intestinal provocada pela toxina A, vem
acompanhada por uma excessiva reag¢do inflamatéria, sensivel a inibidores de
fosfolipase A2 e ciclooxigenase; bem como, a antagonistas do fator de agregagéao
plaquetaria (FANG et al., 1994; FONTELES et al., 1995). Ratificando, assim, a
participacao de células inflamatérias nos efeitos deletérios intestinais desta toxina.

A partir dos dados de Lima et al. (1988) evidenciando o envolvimento de
células mononucleares nos efeitos enterotdxicos da toxina A, foram delineados
outros estudos em modelos classicos de inflamagdo aguda, como migragdo de
neutréfilos, por exemplo, no sentido de consolidar o papel de células inflamatérias
nas atividades biologicas das toxinas A e B do Clostridium difficile. Por conseguinte,
evidenciou-se que ambas toxinas sédo potentes indutoras da migracédo de neutrofilos
em cavidades peritoneais e bolsas de ar subcuténeas de ratos, através da liberagéo
de fatores quimiotaticos, em especial leucotrieno B4, IL-1 e TNF-a, por macréfagos
residentes (ROCHA et al., 1997; SOUZA et al., 1997).

) Com a confirmagéo da relevancia dos macréfagos nas atividades bioldgicas
destas toxinas, in vivo, resolveu-se investigar o potencial destas células in vitro.
Dessa forma, foi observado que o sobrenadante de macrofagos estimulados com
toxina A, mas ndao com toxina B (ROCHA et al, 2001), provoca uma intensa
secregéo intestinal no ileo de coelho, em camaras de Ussing (ROCHA et al., 1998);
bem como, reduz a absorcdo de agua e eletrélitos, in vivo, no modelo de perfusdo
intestinal em ratos (SANTOS-NETO et al., 1996).
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Rocha et al. (1998) demonstraram, pelo método de ELISA, que macréfagos
peritoneais estimulados com a toxina A, mas ndo com toxina B (ROCHA et al,
2001), liberam interleucina-1p no sobrenadante da cultura que, por sua vez, é capaz
de induzir secrecao intestinal em mucosa ileal de coelho, in vitro. Evidenciaram,
ainda, que a regulagdo desta citocina é dependente da ativagdo de uma proteina G,
sensivel a toxina pertussis. Ademais, prostaglandinas, PAF e TNF-o estdo
envolvidos nos mecanismos de sintese e liberagdo de IL-1B. Por fim, evidenciaram
que a atividade secretoria desta citocina, ocorre de maneira indireta, via sintese de
prostaglandinas, por células da lamina prépria intestinal, e ativagcido do sistema
nervoso entérico (ROCHA et al., 1998).

Ademais, em outros estudos avaliamos o efeito do sobrenadante de
macrofagos estimulados com LPS, toxina do Vibrio cholerae e microcistina
(Microcystis aeruginosa) no ileo de coelho, em cdmaras de Ussing. Entretanto, dentre
essas toxinas, somente a microcistina foi capaz de estimular a sintese de fatores com
propriedade secretoria intestinal (ROCHA et al., 2001). A analise dos sobrenadante,
por ELISA, evidenciou que tanto o LPS como a microcistina foram capazes de induzir
a sintese de TNF-a. Contudo, somente a microcistina foi capaz de estimular a sintese
de IL-1B (ROCHA et al.,, 2001). Dessa forma, esses resultados forneceram mais um
subsidio cientifico, apontando a importédncia de macréfagos no efeito secretério
intestinal de algumas toxinas.

Mais recentemente, Rocha et al. (2003; submetido) examinou a curva dose-
resposta, a curva temporal e o papel de macrofagos, mastécitos e mediadores pré-
inflamatérios na resposta secretéria intestinal da toxina da célera, in vivo e in vitro. A
toxina da célera causou uma secregdo dose-dependente, no intestino delgado em
modelo de alca ligada, apés 18 h de inoculagdo na alga. Os sobrenadantes de
macréfagos tratados com toxina de célera néo tiveram nenhum efeito no transporte de
ion. Além disso, a analise desses sobrenadantes por ELISA, revelaram que a toxina
da colera nao induziu a sintese de IL-1p ou TNF-a. Ratos tratados com composto
48/80 ou cetotifeno apresentaram uma redugdo significante na resposta secretoria
intestinal. A secregdo induzida por toxina da célera também foi significativamente
reduzida por antagonistas de receptor de histamina e de histamina/serotonina, de
PAF, fosfolipase A2 e inibidores de cicloxigenase, anti-histaminicos e bloqueadores

de sintese de TNF-a. Por outro lado, o antagonista especifico de receptor de
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serotonina e inibidores de lipoxigenase nio bloquearam este efeito. A analise do
fluido intestinal de ratos injetados com toxina de colera revelou que a toxina de célera
induz a liberagao de IL-1B e TNF-a para o fluido. Os dados sugerem que mastécitos,
mas nao macrofagos, estejam envolvidos na secregdo induzida por toxina da colera,
como também, a importancia da histamina, prostaglandinas, PAF, IL-1B e TNF-a

nesse processo.

1.5. Hipersensibilidade intestinal: imunofisiopatologia em animais experimentais

Os modelos experimentais de hipersensibilidade intestinal envolvendo animais
normais e transgénicos estdo em amplo desenvolvimento. As pesquisas tém como
finalidade aumentar o conhecimento dos mecanismos especificos da reacéo
inflamatoria induzida por alérgenos provenientes dos alimentos, bem como conhecer
os possiveis fatores genéticos envolvidos com a hipersensibilidade intestinal. Os
modelos de hipersensibilidade intestinal envolvem o uso principalmente de ratos,
camundongos e cobaia, os quais demonstram respostas alérgicas quando
estimulados com ovalbumina ou outra proteina alergénica (LAKE, 1983; KWEON et
al., 2000).

A secrecgao idnica constitui uma resposta de defesa do hospedeiro na presencga
de antigenos, microbios e outras substancias no lumen intestinal (PERDUE; MCKAY,
1994). O transporte de agua e eletrdlitos no intestino & regulado por fatores
neuronais, imunomoduladores paracrinos, horménios circulantes e agentes luminais.
A alca intestinal isolada e a perfusdo intestinal in vivo saéo modelos adequados para o
estudo da fungéao intestinal de absor¢ao e secrecdo de ions e agua, modulada pela
reacao inflamatéria induzida por antigenos alimentares (LIMA et al., 2002).

O modelo de camaras de Ussing, utilizando fragmentos das diversas porcées
do ileo pode ser utilizado com sucesso para estudos, in vitro, da modulagao funcional
resultante da reagéo inflamatéria induzida na alergia alimentar experimental (ROCHA
et al., 1998). Um modelo modificado de camaras de Ussing utilizando cultura de
células intestinais combinado com células do sistema imune gastrointestinal pode
também ser utilizado para estudar mecanismos especificos da modulagao funcional e
dos mecanismos envolvidos na secre¢do dos mediadores pré-inflamatérios induzidos
por proteinas alimentares (BARRET, 1991; ROCHA et al., 1998, 2000).
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A permeabilidade epitelial € o pardmetro mais utilizado para avaliar a
integridade da barreira epitelial, in vivo, podendo estar comprometida em varias
enteropatias. Pode ser determinada utilizando-se testes n&o invasivos, que envolve a
coleta e analise de urina, apés um certo tempo de administracdo oral de marcadores,
como, por exemplo: polietileno glicol (PEG 400), dissacarideos n&o hidrolizaveis
(lactulose), monossacarideos (manitol e L-ramnose) e *'Cr-EDTA (THOMSON et al.,
1997).

Os marcadores moleculares de mono- e dissacaridios, manitol e lactulose, sdo
hoje bem estabelecidos, tanto in vivo como in vitro, para a determinagéo da absorgao
e alteracdo da permeabilidade intestinal (LIMA et al., 1998).

1.5.1. Hipersensibilidade intestinal induzida por ovalbumina

Estudo, in vitro, utilizando Camaras de Ussing mostrou que, em ratos Hooded-
Lister sensibilizados com ovalbumina (OVA), a estimulagéo antigénica do lado seroso
de segmentos isolados de jejuno resultou em um rapido aumento da corrente de
curto-circuito, que foi inibida por doxantrazole (estabilizador de mastécitos) (CROWE;
PERDUE, 1992). Por outro lado, quando o antigeno foi adicionado no lado mucoso,
ocorreu um aumento minimo na corrente de curto-circuito, 20-30 minutos apés o
estimulo. Experimentos simultaneos realizados pelos mesmos autores documentaram
elevados niveis de AMPc na mucosa, 2 minutos apés a estimulagdo por OVA. Com
base nesses dados, os autores sugeriram que os mastdcitos da mucosa, localizados
no compartimento subepitelial, foram ativados por antigenos a liberar mediadores que
estimulam a secreg¢édo de CI' nas células epiteliais, possivelmente pelo aumento dos
niveis de AMPc celular (CROWE; PERDUE, 1992).

Em adigdo, Kosecha et al. (1999) investigaram o papel da toxina pertussis,
como adjuvante, no prolongamento do periodo de sensibilizagdo induzida por
ovalbumina, sobre a resposta secretéria intestinal, em modelo de Camara de Ussing.
Verificaram que ovalbumina sozinha respondeu ao estimulo antigénico com resposta
Secretoria transitéria, que desapareceu em 14 dias. Em contraste, a co-administragcao
de toxina pertussis com ovalbumina induziu uma sensibilizagdo de longa duragéo. A
resposta secretéria ao estimulo antigénico e estimulo nervoso, tanto do lado seroso
Como luminal esteve presente por 8 meses, apdés a sensibilizacdo primaria. Esses

dados sugerem que a exposicdo a determinadas bactérias ou produtos bacterianos,
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que agem como adjuvantes, pode prolongar a resposta imune normal e transitoria a
antigenos de alimentos inertes.

Vale ressaltar, que o material luminal atravessa a barreira epitelial pelas vias
transcelular ou paracelular. As jungdes compactas ou “tight junctions” atuam como um
lacre no polo luminal de células epiteliais adjacentes e constitui um fator limitante
regulador da permeabilidade paracelular. Evidéncias tém mostrado que essas jungées
expressam alto grau de plasticidade e podem ser alteradas em varias doencas
(ANDERSON; VAN ITALIE, 1995). A doenga de Crohn (D.C.) e a colite ulcerativa
(C.U.) séo doencas inflamatérias intestinais de etiologia desconhecidas. Estudos de
absorgao oral tém 'mostrado aumento da permeabilidade intestinal, para varias
moléculas de agucar, em pacientes com doengas inflamatérias intestinais, como um
possivel fator patogénico. Schurmann et al. (1999) demonstraram que os antigenos
ovalbumina e “horseradish peroxidase” atingem, dentro de poucos minutos, o espaco
paracelular por transporte através de vesiculas nos enterdécitos de individuos sadios e
com doenga inflamatéria intestinal. Evidenciaram também que a via transcelular é
afetada tanto na D.C. como na C.U., caracterizada por um alto nivel de antigenos
dentro do citosol. Estes autores especularam que o aumento da permeabilidade
intestinal resulta substancialmente do transporte transcelular aumentado.

Scott et al. (1990) investigaram os mediadores envolvidos na alteragdo da
motilidade, observada em um modelo animal de anafilaxia intestinal induzida por
ovalbumina, em ratos Hooded-Lister. Os resultados mostraram que as alteragbes na
motilidade intestinal em ratos sensibilizados sdo desencadeadas pela degranulagao
de mastdcitos, mediada por IgE do tecido conjuntivo e da mucosa, liberagao de 5-HT,
estimulacao da sintese de prostaglandina e contragdo da musculatura lisa longitudinal
do jejuno. Essa resposta rapida e eficaz nao foi atribuida a interagdo local entre
antigeno e musculo liso entérico, levando os autores a sugerir que nervos intrinsecos
e extrinsecos devem ter sido ativados.

Estudos, in vitro, utilizando-se células de animais sensibilizados, sugerem que
a exposicdo antigénica provoca degranulagdo de mastécitos de tecido conjuntivo e
mucosa, liberagdo de 5-HT, sintese de prostaglandinas; bem como, um efeito contratil
direto desses agentes sobre a musculatura lisa circular e longitudinal do intestino
(OLIVER et al., 1997).

Os mecanismos responsaveis pela diarréia em pacientes com alergia alimentar

ndo tém sido bem caracterizados. E possivel que a motilidade intestinal, que
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normalmente favorece a absor¢do de agua e eletrdlitos, seja alterada para promover
transito mais rapido e assim o organismo possa se livrar do antigeno.

Em geral, a hipersensibilidade intestinal esta associada com o aumento de
varias citocinas produzidas por células Th2 (HEUSSER; JARDIEU, 1997;
KUWABARA et al.,, 1995; VAN HALTEREN et al., 1997). Estudos demonstraram que
IL-4 e IL-10 s&o requeridas para o aumento da produgdo de IgE apos estimulo
intragastrico. Van Halteren et al. (1997) evidenciaram uma importante correlagéo entre
citocinas de células Th2, produgéo de IgE e liberagdo de histamina no modelo murino
de sensibilizagéo sistémica com baixas doses de ovalbumina precipitada no adjuvante
hidréxido de aluminio.

Finalmente, vale ressaltar que a compreensdo dos mecanismos basicos
envolvidos na hipersensibilidade intestinal € importante por varias razées, dentre
outras, para o tratamento de reacdes adversas no trato gastrointestinal a alimentos,
bem como, para o desenvolvimento racional de novas estratégias profilaticas e/ou

terapéuticas para doengas infecciosas e inflamatorias.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Todo homem tem o desejo natural de saber; mas que vale a ciéncia sem o temor de Deus?

Nao te envaidegas, pois, de qualquer arte ou ciéncia.
Oh! Como passa depressa a gloria do mundo!

Tomas de Kempis
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2. Justificativa e objetivos

2.1. Justificativa

Processos alérgicos' sdo desordens complexas em que mecanismos
imunologicos e inflamatérios estdo envolvidos. Apesar do progresso na elucidacio
dos mecanismos de doengas alérgicas, a fisiopatologia e significagdo clinica das
reagcbes aleérgicas intestinais ainda ndo estdo bem estabelecidas. As reacoes
alérgicas intestinais podem ser diferentes das reagées classicas mediadas por IgE,
desde que os pacientes com alergia intestinal tém freqlientemente teste cutaneo
negativo e baixos niveis de IgE sérica (BISCHOFF, 1996). O principal problema
clinico € a falta de meios apropriados para confirmar o diagnéstico da alergia
intestinal, visto que os sintomas dessas reagbes alérgicas sado variaveis e néo-
especificos, o diagnéstico requer o uso de testes multiplos e a exclusdo de outras
patologias, como doengas infecciosas ou reagdes de intolerancia nao-imunolégicas.

Contudo, novos testes para essas reagbes tém sido desenvolvidos, tais
como: mensuragao de mediadores de eosinéfilos em amostras de fezes ou “testes
endoscoépicos de provocagdo” executados localmente na mucosa intestinal que
podem contribuir, de forma mais objetiva, para uma melhor identificacdo dos
pacientes atingidos. Em adi¢do, ainda ndo sabemos até que ponto as reacgbes
alérgicas intestinais podem ser um fator etiolégico nas doengas gastrointestinais,
sobretudo para a inflamacgao intestinal inespecifica e sindrome de intestino irritavel.

Na mucosa intestinal, as anormalidades da resposta imune local podem ter
importante papel na patogénese da alergia alimentar, da doenga celiaca e doencgas
inflamatorias intestinais. Embora a mucosa intestinal seja pré-destinada para reagées
alérgicas contra proteinas de alimento e outros antigenos, os mecanismos dessas
reacdes alimentares ainda sao pobremente compreendidos (BISCHOFF, 1996). Os
6rgdos linfoides do sistema imune das mucosas sio caracterizados por sua
proximidade aos antigenos e sua compartimentalizagdo em sitios indutivos e efetores
(MOWAT, 1997).

Em adigao, levando-se em consideragao que o sistema imune das mucosas &
Unico, o conhecimento dos mecanismos bdsicos envolvidos na imunidade das
mucosas, sobretudo na intestinal, podera auxiliar no controle e tratamento de varias

outras doengas alérgicas ou infecciosas tanto por fornecer dados para melhorar o
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entendimento da fisiopatologia dessas doengas, bem como, para o desenvolvimento
de vacinas.

O conceito de um sistema imune comum &s mucosas, através do qual os
linfocitos ativados por antigenos do intestino podem disseminar imunidade. tanto ao
longo do trato intestinal e de- varios outros tecidos das mucosas e glandulas, tem
gerado bastante interesse, atualmente, pela possibilidade do desenvolvimento de
vacinas orais, ndo somente para infecgées entéricas, mas também para infecgées nos
tratos urogenital e respiratério (HOLMGREN et al, 1994; DUNKLEY et al, 1995;
NEUTRA et al., 1996).

Assim, o estudo das células do sistema imune intestinal fornece um excelente
modelo para o entendimento dos mecanismos envolvidos tanto na sensibilizagédo
como na resposta imune. O nosso estudo centralizou-se na sensibilizagao intestinal,
visto que esta area tem recebido atualmente muita atengdo de imunofarmacologistas
e alergistas.

Em adi¢do, um dos modelos mais apropriado e utilizado na investigagéo de
mecanismos imunopatolégicoé de desordens inflamatérias e anafilaticas é através da
indugdo do edema de pata, injetando-se estimulos no tecido subplantar de ratos ou
camundongos (GUO et al.,, 1997). Ratos sdo comumente usados em modelos de
anafilaxia, principalmente na anafilaxia intestinal. No entanto, na literatura nédo
existem estudos sobre a inflamagao imune induzida por ovalbumina em ratos. Outras
espécies como camundongos e cobaias tém sido estudadas.

Baseando-se nessas informagdes e tendo por objetivo executar estudos de
hipersensibilidade intestinal, nés decidimos avaliar inicialmente o efeito pro-
inflamatério de ovalbumina em ratos sensibilizados no modelo de edema de pata e os
mediadores potenciais envolvidos nesse edema alérgico.

Dando continuidade ao estudo, avaliou-se que tipos de células do sistema
imune intestinal participam da patogénese da alergia intestinal induzida pela
ovalbumina, bem como, investigou-se os mediadores importantes nesse tipo de
hipersensibilidade.
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2.2. Objetivos

2. 2.1. Objetivo geral

Investigar o efeito pré-inflamatério de ovalbumina no modelo de edema de pata
em ratos sensibilizados, bem como, os mediadores envolvidos nessa imuno-
inflamacéo. Para, em seguida, avaliar o envolvimento de células do sistema
imune intestinal e seus respectivos mediadores na patogénese da
hipersensibilidade intestinal induzida pela ovalbumina.

2.2.2. Objetivos especificos

1.

Avaliar o efeito pré-inflamatério de ovalbumina no modelo de edema de pata

em ratos sensibilizados;
Investigar os mediadores envolvidos no edema alérgico;

Avalliar a atividade quimiotatica para eosindfilos do sobrenadante da cultura de

células totais da lamina propria intestinal no modelo da cavidade peritoneal de
ratos;

Investigar o possivel envolvimento de células residentes na migracéo
eosinofilica induzida por sobrenadante da cultura de células totais da lamina

prépria intestinal;

Avaliar a atividade quimiotatica para eosinéfilos do sobrenadante da cultura de
macrofagos, linfécitos, mastocitos e eosindfilos isolados da lamina proépria

intestinal utilizando o modelo da cavidade peritoneal de ratos;

Investigar os mediadores envolvidos na migragdo eosinofilica induzida por
sobrenadante da cultura de células totais ou de macréfagos isolados da lamina

prépria intestinal utilizando o modelo da cavidade peritoneal de ratos;

Sugerir um mecanismo imuno-inflamatério sobre o envolvimento de células e
mediadores na migracao eosinofilica induzida por sobrenadantes de culturas

de células da lamina prépria intestinal.
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3. MATERIAIS E METODOS

Deus limita ou aumenta as possibilidades humanas de acordo
com o que se tem a fazer, muito ou nada. Quanto mais agdes tivermos a executar,
mais necessitamos de Deus como fonte de inspiragdo.

Edith Stein
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) de ambos os sexos, com
peso variavel: 130 - 230 g para o modelo de edema; 170 - 220 g para modelo de
migracao celular e entre 2001- 300 g para cultura de células. Estes animais foram
procedentes do Biotério da Unidade de Pesquisas Clinicas da Universidade Federal
do Ceara (UFC). Todos receberam ragdo balanceada e agua ad libitum,
permanecendo em gaiolas apropriadas.

3.2. Anticorpos, drogas, reagentes e corantes
3.2.1. Anticorpos
e Anticorpo anti-TNFa foi produzido em camundongo (Bachem, King of Prussia,
PA, USA) e anti IL-1B foi produzido em coelho (Sigma, St Louis, MO, USA),
contra as citocinas recombinantes.

3.2.2. Drogas

e Anfotericina B, bicarbonato de sobdio, ciproheptadina, composto 48/80,
cromolina, difenidramina, HEPES, indometacina, cetotifeno, metergoline, NDGA
(acido nordihidroguaiarético), ovalbumina (grau |II), pentoxifilina, protease
(dispase) e quinacrina (Sigma, St Louis, MO, USA);

e Dexametasona: ampolas de 2,5 ml (4 mg/ml) - Decadron (Prodome Quimica e
Farmacéutica, Sao Paulo, SP, Brasil);

e Hidréxido de aluminio coloidal (Sanofi Winthrop Farmacéutica Ltda, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil);

e |oratadina (Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

e Meclizina (Pfizer, Sdo Paulo, SP, Brasil);

e Meloxicam (Legrand, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil);

e MK-886 (inibidor de lipoxigenase) — L-663, 536 (3-[1-(4-clorobenzil)-3-t-butil-tio-
5-isopropilindol-2-yl]-2,2-acido dimetilpropansico (Calbiochem, La Jolla, CA,
USA);

e Metisergida (maleato, Sandoz, Cambrigde, MA, USA);

* Montelucaste sodico (Merck Sharp & Dohme, Sao Paulo, SP, Brasil);

e Penicilina-Estreptomicina (GibcoBRL, Grand Island, NY, USA);
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e Talidomida e heparina sédica 5.000 Ul/ml (CEME, Brasilia, DF, Brasil);

e WEB 2086 (anti-PAF) — foi cedido pelo Dr. Boris Vargaftig (Instituto Pasteur,
Paris, Franga).

3.2.3. Reagentes e corantes
e Corante Hema Il (Protocol™, Middletown, VA, USA)
e Azul de trypan (Sigma, St Louis, MO, USA)
e May Grunwald-Giemsa (Bioclin/Quibasa, Sao Paulo, SP, Brasil)
e Dimetil sulféxido - DMSO® (Sigma, St Louis, MO, USA)
e Histopaque 1077 (Sigma, St. Louis, USA)
e Percoll (Sigma, St. Louis, USA)

A maioria das substancias foi preparada em solugdo fosfatada tamponada
(PBS) ou agua destilada estéreis. Indometacina foi dissolvida em bicarbonato de sédio
a 0,5% e tioglicolato, em agua destilada, sendo aquecido para sua completa
dissolucéo. E talidomida foi diluida em DMSO a 0,2%.
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3.3. Composicao das solugées e dos meios de cultura de células do sistema
gastrointestinal

As Tabelas 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 mostram as solugées e meio de cultura utilizados
na fase experimental desta pesquisa, dando énfase a composicdo, quantidade ou

concentragdo e companhia fornecedora de cada elemento.

Tabela 1 - Meio de cultura Dulbecco

Composicao Quantidade Companhia
Meio Dulbecco 1389 aGibco
Bicarbonato de sdédio 224 4Gibco
Tampao HEPES 2,381g ®Sigma
Agua destilada e deionizada 1,01 -

* O pH foi corrigido para 7,4
Gibco: Gaithersburg, MD, USA; ®Sigma: St. Louis, MO, USA

Tabela 2 — Solugao de Hank

Composicao Quantidade Companhia
Solugéo de Hank 9,59 4Gibco
Agua destilada e deionizada 1,01 -

Gibco: Gaithersburg, MD, USA

Tabela 3 - Solugéo de Tioglicolato 3%

Composicao ' 'Quantidade Companhia
Meio tioglicolato desidratado 309 ?Difco
Agua destilada e deionizada 0,11 -

* O pH foi corrigido para 7,4
*Difco: Detroit, MI, USA
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Tabela 4 - Solugao salina tamponada com fosfato (PBS)

Composicao Quantidade Companhia
Cloreto de sédio 8,0g ?Reagen
Cloreto de potassio 0,2g Reagen
Fosfato de sédio dibasico 1,159 ®Fisher
Fosfato de s6dio monobasico 0,29 Reagen
Agua destilada ' 1,01 -

* O pH foi corrigido para 7,4
aReagen: Rio de Janeiro, RJ, Brasil; PFisher: Springfield, NJ, USA

Tabela 5 - Liquido (ou corante) de Turk

Composicao Quantidade Companhia
Acido acético glacial 20,0 ml ®Reagen
Violeta genciana : 2,0 ml Reagen
Agua destilada 978,0 ml -

®Reagen: Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Tabela 6 - Solugido de Albumina 3%

Composicao Quantidade Companhia
Albumina bovina 30¢g 4Sigma
Salina tamponada com fosfato (PBS) 0,11 --

*Sigma: St. Louis, MO, USA



Tabela 7 - Solugdes de Percoll para Isolamento de Eosindéfilos

Concentracao Volume desejado “Percoll PBS 10X PBS 1X

final do Percoll (ml) (ml) (ml) (ml)
56 % 3 1,680 0,198 0,122
72 % 2 1,440 0,177 0,390

aSigma: St. Louis, MO, USA

3.4. Protocolo de sensibilizagao dos animais com ovalbumina

A sensibilizagdo (Sens.) dos animais foi realizada 14 a 18 dias antes dos
experimentos, utilizando-se ovalbumina (ova; 30pg/0,5ml/rato), intraperitonealmente
(i.p.), diluida em iguais volumes de PBS estéril e hidroxido de aluminio [AI(OH)3]
coloidal. Enquanto, os pseudo-sensibilizados (P.Sens.) receberam iguais volumes de
PBS estéril e AIl(OH)3 coloidal (0,5ml/rato, i.p.) sem ovalbumina, conforme protocolos

anteriormente utilizados (PERDUE et al., 1984; OLIVER et al, 1995) e por nés
modificados.

3.5. Modelo do edema imune de pata induzido por ovalbumina
3.5.1. Avaliagcao do edema de pata induzido por ovalbumina em ratos
sensibilizados

O volume da pata direita de cada animal foi medido em um Pletismografo (Ugo
Basile, Varese, ltalia) antes da injegdo do estimulo inflamatério (tempo zero). Em
seguida, os animais receberam como estimulo ovalbumina (ova; 10 pg/pata), a qual
foi injetada em 0,1 ml de salina estéril, por via subcutanea (s.c.) intraplantar, na
mesma pata. Os volumes das patas foram medidos nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas
apds a injegao de ovalbumina. O edema foi avaliado como a variagéo de volume da
pata entre os varios tempos apés os estimulos e o tempo zero. As areas sob as
curvas também foram calculadas usando o método do trapézio (LANDUCCI et al.,
1995), sendo os resultados expressos em unidades arbitrarias. A comparagao foi feita
entre os grupos sensibilizados e pseudo-sensibilizados e, posteriormente, entre os
sensibilizados pré-tratados com bloqueadores farmacoldgicos e aqueles pré-tratados
apenas com PBS (Figura 4).
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Pletismoégrafo

Estimulos

Figura 4 - Modelo do edema de pata. O volume da pata direita de cada animal foi
medido em um Pletismégrafo (Ugo Basile, Varese, ltalia) antes da inje¢do do estimulo
inflamatério (tempo zero). Em seguida, os animais receberam como estimulo
ovalbumina (ova; 10 pg/pata), a qual foi injetada em 0,1 ml de salina estéril, por via
subcutanea (s.c.) intraplantar, na mesma pata. Os volumes das patas foram medidos
nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas ap6s a injegao de ovalbumina. O edema foi avaliado
como a variagéo de volume da pata ent‘re os varios tempos apo6s os estimulos e o

tempo zero (A Tempo).
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3.5.2. Determinagado das curvas dose e tempo de sensibilizacdo do edema de
pata induzido por ovalbumina

Foram avaliadas diferentes doses de sensibilizagdo com ovalbumina (10, 30,
100 ou 200 pg/rato) em grupos diferentes de animais que eram sensibilizados 14 a 18
dias antes do experimento, utilizando-se como estimulo uma injecéo intraplantar de 10
ng/pata de ovalbumina. Avaliou-se também os diferentes tempos de sensibilizagio (7,
14, 21, 28 e 56 dias), utilizando-se a dose de sensibilizagdo de 30 pg/rato e a mesma

dose de estimulo com ovalbumina de 10 pg/pata.

3.5.3. Protocolos experimenfais para a investigacao dos mediadores envolvidos
no edema de pata induzido por ovalbumina em ratos sensibilizados

Sessenta minutos antes da injegdo intraplantar (i.pl.) do estimulo, os animais
foram tratados subcutaneamente com inibidores, como: dexametasona (0,5 mg/kg),
indometacina (2 mg/kg), NDGA (60 mg/kg), MK-886 (10 mg/kg), WEB 2086 (5 mg/kg),
meclizina (30 mg/kg), difenidramina (25, 50, 75, 100 mg/kg) ciproheptadina (0,3, 1,0,
2,0, 3,0 mg/kg), metisergida (5 mg/kg), cetotifeno (10 mg/kg), cromoglicato de sédio
ou cromolina (5, 10, 20, 40 mg/kg), talidomida (90 mg/kg), pentoxifilina (90 mg/kg), e
clorpromazina (1, 3, 9, 18 mg/kg). Essas doses estdo indicadas nas respectivas
Tabelas 8, 9, 10, 11, 12 e Figuras 9, 10, 11, 12. A maioria dessas doses foi
previamente utilizada por Da Motta et al. (1994), Guo et al. (1997) e Rocha et al.
(1997).

As drogas foram diluidas em PBS estéril ou, no caso de talidomida, em DMSO.
Os grupos controle (C), receberam somente PBS estéril. O volume utilizado foi
sempre 0,5 ml.

3.5.4. Estudo histopatoldgico

Os animais foram sacrificados ao final do experimento, ou seja, apos a ultima
medi¢do do edema de pata no tempo de 4 h. As patas foram removidas e a regido
subplantar fixada em solugao de formol a 10%. Blocos de parafina foram preparados
por técnicas convencionais é as sec¢bes histolégicas coradas por hematoxilina e

eosina para analise microscépica.
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3.6. Isolamento de células da lamina prépria intestinal de ratos sensibilizados
com ovalbumina

As células totais da lamina propria intestinal (CLPI) foram isoladas de ratos
sensibilizados ou ndo com ovalbumina (ova; 30pg/rato) conforme mostra a Figura 5A.
Nesse procedimento, foi utilizada a metodologia desenvolvida por BEFUS et al. (1982)
e PEARCE et al. (1982) apdés modificagdo no nosso laboratério por FEITOSA et al.
(2001).

'Os animais, em nimero de 6 a 8, foram colocados em jejum, por 18 a 24 horas
antes de cada experimento. No dia seguinte, os animais foram sacrificados por
inalagéo em éter etilico. Apos-o sacrificio foi feita uma incisdo abdominal para que o
intestino delgado fosse retirado e desprendido do mesentério. O intestino delgado foi
seccionado na altura do piloro e porgdo cranial do ceco e lavado com 10ml de PBS
estéril. Em seguida, o intestino foi aberto longitudinalmente, em toda sua extenséao, e
o muco contido sobre o epitélio retirado, passando-se uma gaze estéril ao longo de
toda mucosa. Depois desse procedimento, o intestino foi seccionado em fragmentos
de 2-3 cm, sendo removidas e descartadas todas as placas de Peyer. Esses
fragmentos foram colocados em 2 tubos Falcon com 25-30 ml de solugédo de Hank,
sendo lavados, por 2 vezes, nesta solugao.

Foram entao preparados 100 ml de meio Dulbecco com protease a 0,3%
(dispase; 0,3g/100ml), contendo antibidticos (5.000 Ul de penicilina G, 5.000 pg de

estreptomicina e 12,5 ug de anfotericina B) e heparina (1ml/100ml) para isolamento
das células intestinais totais. Os fragmentos do intestino foram adicionados a esse
meio em dois tubos de 50ml cada, contendo a dispase, e incubados por um tempo
inicial de 15 minutos, em estufa de CO, a 5%, agitando-se (agitador Vortex) a cada 5
minutos (1" incubagdo). Em seguida, foi descartado o sobrenadante, contendo
principalmente células epiteliais. Foi adicionado um novo meio contendo dispase aos
fragmentos do intestino, e incubado por mais 30 minutos, em estufa de CO;, a 5%,
agitando-se a cada 5 minutos (2" incubago).

Apos esse periodo, o material foi filtrado em gaze estéril, para coletar o meio
com as células, e os fragmentos intestinais descartados. O meio contendo as células
foi centrifugado a 3000 rpm, ‘por 7 minutos. Ap6s a centrifugagdo o sobrenadante
(meio) foi descartado, para eliminar a dispase. Um novo meio, sem dispase, foi
adicionado ao pellet e centrifugado, por 2 vezes, para lavar as células, em 3000 rpm,

durante 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e preservado o pellet,

53



contendo as células. Apdés a obtengdo das células intestinais, foi feita a contagem
total, ajustando-se para 10’ células/ml, em camara de Neubauer. O ajuste celular foi
feito utilizando-se 380ul do corante de Turk, combinado com 20 ul da suspenséo
celular. Algumas laminas foram preparadas com a suspensio celular e coradas com
May Grunwald-Giemsa (Figura 5B).

Apoés o ajuste celular, a suspensdo de CLPI foi incubada em estufa de CO; a
5%, por 1 h com ou sem ovalbumina, 10 pg/ml. Em seguida, as células foram
novamente lavadas e incubadas por 2 h com o meio Dulbecco contendo 2% de soro
fetal bovino. Os sobrenadantes (Sob) foram coletados e conservados a —70 °C para
posterior utilizagdo no modelo de migragéo celular. Ap6s o término das culturas,

realizava-se a viabilidade celular utizando-se o corante azul de Trypan.
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Figura 5A - Isolamento de células da lamina prépria intestinal (CLPI). As CLPI foram isoladas de ratos Wistar sensibilizados ou
ndo com ovalbumina. O intestino delgado foi retirado, limpo e seccionado em fragmentos de 2-3 cm, sendo removidas as placas de
Peyer. Esses fragmentos foram lavados por duas vezes com solugdo de Hank. Em seguida, os fragmentos foram colocados em
meio Dulbecco com protease a 0,3% (dispase; 0,3g/100ml), contendo antibiéticos e heparina (1ml/100ml) e incubados em estufa
de CO; a 5%, por um tempo inicial de 15 min, agitando-se a cada 5 minutos, sendo o meio descartado apés esse periodo. Foi
adicionado um novo meio contendo dispase aos fragmentos do intestino, e incubado por mais 30 min para desprendimento das
células, agitando-se a cada 5 min. Apés esse periodo, o material foi filtrado em gaze estéril, para coletar o meio com as células, e
os fragmentos intestinais, descartados. O meio contendo as células foi centrifugado a 3000 rpm, por 7 minutos. Apds a
centrifugacdo, o meio foi descartado, para eliminar a dispase. Um novo meio foi adicionado ao pellet e centrifugado, por 2 vezes,
para lavar as células. Os sobrenadantes foram descartados e preservado o pellet, contendo as células. As células foram
estimuladas com ovalbumina por 1 h, lavadas por trés vezes e incubadas por mais 2h para coletar o sobrenadante final.



Figura 5B — Células da Lamina Propria Intestinal. Microfotografia do intestino
delgado de rato mostrando o epitélio, a ldmina prépria intestinal e a membrana
basal, e de células totais isoladas da lamina prépria intestinal. a) A seta indica a
localizagdo da lamina prépria intestinal, que fica entre o epitélio e a membrana basal
(Coloragéao H.E., 10x); b) e c) Células totais da lamina propria intestinal de ratos
(May Grunwald-Giemsa, 40x).
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3.7. Modelo da migracao de leucécitos em cavidade peritoneal: avaliagdo do
efeito do sobrenadante da cultura de células totais da lamina prépria intestinal
de ratos sensibilizados com ovalbumina

O sobrenadante da cultura de células da lamina propria intestinal foi testado na
cavidade peritoneal de ratos normais (ndo sensibilizados) como estimulo para
migragéo celular através da injecao de 1 ml por via intraperitoneal (i.p.) e comparados
aqueles obtidos dos animais que foram injetados com sobrenadante de cultura de
células da lamina prépria intestinal de ratos pseudo-sensibilizados.

Ao final do intervalo de tempo definido, 4 h, ap6s a administragdo dos estimulos
imuno-inflamatérios, os animais foram sacrificados por inalagdo com éter etilico. Em
seguida, injetavam-se nas cavidades peritoneais 10 ml de PBS heparinizado (5 Ul/ml
de heparina), contendo albumina a 3%. Os abdomens dos animais foram levemente
massageados e, em seguida, foram coletados cerca de 6 a 7 ml do fluido peritoneal,
com seringa de 10 ml e agulha fenestrada para contagem celular total e diferencial.

As contagens total e diferencial foram feitas baseadas no método de Souza;

Ferreira (1985) (Figura 6). A contagem total foi processada retirando-se 20 pl do

lavado peritoneal, acrescido de 380 pl do corante de Turk. A seguir, as leituras foram
processadas em camaras de Neubauer. Para a contagem diferencial, o lavado
peritoneal foi centrifugado a 1.000 r.p.m., por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e
o sedimento ressuspenso em 200 pl de albumina a 3%. Em seguida, os esfregagos
foram feitos em laminas comuns, adaptadas com papel de filtro, contendo dois ou trés
orificios centrais, com a finalidade de aglomerar as células para contagem
subsequente. Apos a secagem, o papel foi retirado e as células coradas com o
corante HEMA lll. As laminas foram analisadas em microscopia 6tica, com o uso da
objetiva de imerséao e contadas 100 células em cada lamina. O nimero de cada tipo
de célula foi calculado a partir da percentagem encontrada em relagéo ao nimero total
por ml (Eosindfilos x 10° células/ml). Diferenciavam-se quatro tipos celulares, a saber:
neutréfilos, mononucleares, eosinofilos e mastocitos.

O numero de cada tipo celular e, posteriormente, somente de eosindfilos foi
estimado multiplicando-se o percentual encontrado destas células (contagem
diferencial) pelo numero total de células (contagem total), dividido por 100. Os
resultados foram expressos como média = EPM. do numero de células/ml do lavado

peritoneal.
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do exsudato

Contagem celular total

Ff

100x g/Smin
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Figura 6 - Modelo de migragao celular em cavidade peritoneal de ratos. Ratos
normais receberam i.p. 1 ml de sobrenadante (Sob) de cultura de células da lamina
propria intestinal. Quatro horas apés o estimulo, 10 ml de PBS com albumina a 3% foi
injetado para, em seguida, coletar o exsudato. Apds a quantificagdo dos leucdcitos
em camara de Neubauer, o fluido foi centrifugado (100x g/ 5 min), o precipitado

ressuspenso e distribuido em laminas para contagem diferencial.
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3.7.1. Avaliagao da atividade do sobrenadante da cultura de células totais da
lamina proépria intestinal de ratos nio sensibilizados, pseudo-sensibilizados e
sensibilizados sobre a migragao de leucécitos

Inicialmente, avaliou-sé o efeito do sobrenadante de cultura de células da
lamina prépria intestinal provenientes de ratos normais, pseudo-sensibilizados e
sensibilizados estimulados ou néo in vitro com ovalbumina sobre a migragdo de
leucécitos (neutréfilos, mononucleares, eosindfilos e mastécitos) para a cavidade
peritoneal de ratos normais. O estimulo intraperitoneal foi feito 4 h antes do
experimento de migragao.

Como neste “screening” inicial observou-se migracdo de eosindfilos, nos
experimentos subsequentes, passou-se a investigar somente a migracdo de
eosindfilos. O controle positivo do experimento foi o grupo que recebeu o
sobrenadante da cultura de células da lamina prépria intestinal (CLPI) obtidos de
ratos sensibilizados e o controle geral, o grupo que recebeu o sobrenadante das CLPI
de ratos pseudo-sensibilizados com hidréxido de aluminio.

Para melhor fechar e delinear o nosso protocolo, descartando outros fatores ou
interferéncias foram realizados alguns outros grupos controle no modelo de migragdo
celular, tais como: 1) animais que nado receberam nenhum estimulo na cavidade
peritoneal; 2) os que receberam somente meio Dulbecco na cavidade peritoneal 4 h
antes da coleta do exsudato e 3) os que receberam o Sob oriundo de ratos
sensibilizados somente com ovalbumina sem adigdo de adjuvante no processo de

sensibilizagdo como o estimulo da cavidade peritoneal.

3.7.2. Protocolo experimental da incubacao com ovalbumina da cultura de
células da lamina propria infestinal de ratos sensibilizados

As células da lamina proépria intestinal de ratos sensibilizados foram incubadas
com ovalbumina (10 pg/ml) in vitro em intervalos de tempo de 15 min, 30 min, 1 h e
1,5h em cultura. Os sobrenadantes obtidos nos diferentes tempos de incubagao
foram administrados por via i.p. (1 ml) em ratos normais 4 h antes da contagem de
eosindfilos.

Como a resposta de migracdo eosinofilica aumentou significativamente
quando se utilizou o Sob proveniente de células que haviam sido estimuladas por 1 h
com ovalbumina in vitro, entdo, nos experimentos com células da lamina propria

intestinal foi sempre utilizado esse tempo de incubacao.
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3.7.3. Curso temporal do efeito de sobrenadante de cultura de células da lamina
prépria intestinal de ratos sensibilizados sobre a migragao de eosinéfilos

O sobrenadante da cultura das células da lamina propria intestinal foi
administrado por via i.p. (1 ml), e a migragao de eosinéfilos acompanhada por 4, 8, 24
e 48 horas apods a injecdo do estimulo. Os resultados foram comparados aos dos
animais injetados com o Sob obtido de ratos pseudo-sensibilizados.

Observou-se que no tempo de 4 h pés-estimulo havia diferenca significativa
em relagéo aos pseudo-sensibilizados (controle). Quando aumentou-se o tempo de
estimulo observou-se que o sobrenadante de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados
também induzia migragéo de eosindfilos para a cavidade peritoneal de ratos. Por isso
nesse estudo nos experimentos de migracéo celular foi sempre utilizado o tempo de 4

h para estimulo na cavidade peritoneal.

3.8. Protocolos experimentais para a investigagao dos mediadores envolvidos
na migracao de eosinofilos induzida pelo sobrenadante da cultura de células da
lamina propria intestinal de ratos sensibilizados

Para a avaliagao da atividade do sobrenadante da cultura de células da lamina
prépria intestinal de ratos sensibilizados na quimiotaxia de eosinofilos foram
estudados o papel de células residentes e os mecanismos envolvidos no modelo de
migracao eosinofilica. Neste estudo, foram utilizados os sobrenadantes das culturas
de células totais da lamina prépria intestinal, e, posteriormente, os Sobs obtidos da
cultura de macré6fagos, linfocitos, mastocitos e eosinofilos.

As estratégias experimentais utilizadas para avaliagdo do papel de células
residentes foram: aumento do nimero de macréfagos pelo tratamento com tioglicolato
(Tg) (RIBEIRO et al., 1991) e deplecédo de mastécitos pelo tratamento com o
composto 48/80 (DI ROSA et al.,1971).

60



3.8.1. Aumento da populagdo de macréfagos residentes pelo pré-tratamento
com tioglicolato

Com o objetivo de aumentar a populacido de macrofagos residentes, e de
acordo com a metodologia descrita por Ribeiro et al. (1991), os animais receberam 10
ml de tioglicolato a 3% (Tg; m/v) através de injegao intraperitoneal e quatro dias apos
essa inje¢ao, os ratos receberam como estimulo 1ml i.p. do sobrenadante das células
da lamina propria intestinal de ratos pseudo-sensibilizados (controle; C) ou
sensibilizados. A migracado de eosindfilos foi avaliada 4 horas apés, como descrito
para o modelo, comparando-se o numero de eosinéfilos nos 2 grupos (C e
sensibilizados).

3.8.2. Deplecao da populagdo de mastécitos pelo pré-tratamento com o
composto 48/80 .

Seguindo o método descrito por Di Rosa et al. (1971), os animais foram pré-
tratados intraperitonealmente com o composto 48/80 durante quatro dias
consecutivos a intervalos de 12 horas. Nos trés primeiros dias, receberam 0,6 mg/kg,
e no quarto dia, 1,2 mg/kg. Cinco dias apos o inicio do tratamento, o fluido peritoneal
foi coletado e a deplegédo de mastécitos avaliada.

O sobrenadante da cultura das células da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados ou pseudo-sensibilizados (controle; C) foi administrado,
intraperitonealmente, nos animais pré-tratados com o composto 48/80 e quatro horas
apos a inje¢ao do estimulo, a migracdo de eosindfilos foi avaliada sendo os
resultados comparados aos do de animais nao tratados com o composto 48/80. Na
contagem diferencial de células coradas por HEMA Il ndo foi observado nenhum
mastdcito nos animais pré-tratados com o composto 48/80.

Esse mesmo protocolo também foi executado para deplegdo de mastécitos de
ratos sensibilizados que iriam ser usados na cultura de células. Iniciava-se o
tratamento com o composto 48/80 no décimo dia de sensibilizagdo. No 15° dia pos-
sensibilizagdo as células intestinais da lamina prépria foram isoladas, conforme
descrito anteriormente no item 3.6.
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3.8.3. Efeito do tratamento in vivo com moduladores farmacolégicos (drogas
anti-inflamatorias, anti-histaminicas e anti-alérgicas) sobre a atividade do
sobrenadante das células da lamina prépria intestinal na migragdo eosinofilica
para a cavidade peritoneal _

Ratos normais (n=5 ou 6) foram pré-tratados com diferentes bloqueadores
farmacologicos (ver a seguir) ou apenas com PBS, 30 min antes da injegao i.p. de
sobrenadante de CLPI de ratos sensibilizados. Quatro horas apés foi feita a avaliagao
do numero de eosindfilos presentes na cavidade peritoneal, que migraram em
resposta ao estimulo, e comparado ao nimero de eosindfilos obtidos de animais nao
tratados com bloqueadores e injetados apenas com sobrenadante (1 ml; i.p.) das
CLPI.

A) Avaliacao do efeito de drogas anti-inflamatorias sobre a atividade do
sobrenadante das células da lamina propria intestinal na migracao eosinofilica
para a cavidade peritoneal -

Os animais foram pré-tratados 30 min antes da injegao i.p. de sobrenadante
das CLPI com dexametasona (0,5mg/kg; sc), quinacrina (20mg/kg; sc), indometacina
(2mg/kg; sc), WEB-2086 (20mg/kg; sc), montelucaste sdédico (10mg/kg; vo), NDGA
(50mg/kg; sc) e meloxicam (10mg/kg; v.o.).

B) Avaliagcao do efeito de drogas anti-histaminicas e anti-alérgicas sobre a
atividade do sobrenadante das células da lamina proépria intestinal na migragao
eosinofilica para a cavidade peritoneal

Os animais foram pré-tratados 30 min antes da injecdo i.p. do sobrenadante
das CLPI com os seguintes inibidores: cetotifeno (10mg/.kg; i.p.), cromolina (20mg/kg;
s.c.), difenidramina (10mg/kg;.50mg/kg; s.c.), loratadina (10mg/kg; v.°) ciproheptadina
(2 mg/kg; s.c.) e metergoline (5mg/kg; s.c.).

3.8.4. Avaliacao do envolvimento de citocinas sobre a atividade de
sobrenadante das células da lamina prépria intestinal na migracao eosinofilica
para a cavidade peritoneal

Os animais foram pré-tratados 30 min antes da inje¢édo i.p. do sobrenadante
das CLPI com: pentoxifilina (90mg/kg; sc), talidomida (90mg/kg; sc), anti-IL-1Bra
(5ng/kg; sc). Além disso, 50 pyl dos anticorpos anti-TNFo (50ng/kg) e anti-IL1B (100
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ng/kg) foram incubados com o Sob das células da lamina propria intestinal

estimuladas com ovalbumina, 30 min antes da sua administracdo na cavidade
peritoneal.

Na etapa seguinte desse estudo, passou-se a investigar dentre as células da
lamina propria intestinal de ratos sensibilizados, qual ou quais células estaria(m)
envolvida(s) na migracdo de eosindfilos em cavidade peritoneal de ratos normais.
Para tanto, foram isolados macroéfagos, linfécitos, mastécitos e eosindéfilos da lamina
propria intestinal de ratos sensibilizados e estimulados com ovalbumina, conforme
metodologias descritas abaixo, sendo os sobrenadantes testados no modelo de

cavidade peritoneal de ratos normais.

3.9. Isolamento de macroéfagos, linfocitos, mastocitos e eosinéfilos da lamina
propria intestinal de ratos sensibilizados com ovalbumina

3.9.1. Isolamento de macrofagos intestinais de ratos sensibilizados e atividade
do sobrenadante da cultura’de macréfagos estimulados com ovalbumina e pré-
incubados com moduladores farmacolégicos sobre a migrégéo de eosindfilos

Com o objetivo de investigar o papel de macréfagos na resposta de migracgéo
eosinofilica, essas células foram isoladas, cultivadas em meio apropriado e
estimuladas com ovalbumina.

As células totais intestinais da lamina propria do intestino delgado foram
isoladas, de acordo com protocolo descrito no item 3.6.

A seguir, as células foram lavadas duas vezes por centrifugagéo a 3000 rpm
durante 7 minutos, sendo o precipitado final ressuspenso em 10 ml de Dulbecco.
Procedeu-se, entédo, a quantificagcdo das células obtidas, pela contagem celular em
camara de Neubauer, apoés diluigao (1:20) em corante de Turk (Figura 7).

Para a preparagdo da monocamada de macréfagos, esse material foi aplicado
em placa de cultura de 12 pogos (1 ml/pogo) na concentracdo aproximada de 10°
células/ml. A seguir, o material foi incubado em estufa de CO; durante 1,5 hora para a
adesao dos macréfagos a placa. Ao final desse periodo, o sobrenadante da cultura foi
descartado e as células aderidas foram lavadas trés vezes com Dulbecco (Figura 8).
Foi feita nova incubagéo com 1 ml de meio, contendo ou ndo ovalbumina (10ug/pogo)

durante uma hora em estufa de CO,. Apés esta etapa, o sobrenadante foi descartado -
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e a monocamada de macréfagos lavada por mais 3 vezes. Nova incubacéo foi feita
com 1 ml de Dulbecco durante 2 horas, para liberagao dos fatores. Apds este periodo,
o'material contendo as substancias liberadas da cultura de macréfagos foi coletado,
centrifugado e o sobrenadante conservado a —70°C a fim de ser testado no modelo

de migragao para a cavidade peritoneal como descrito no item 3.7.

Atividade do sobrenadante da cultura de macrofagos intestinais estimulados
com ovalbumina e pré-incubados com moduladores farmacolégicos sobre a
migracao de eosinofilos

Tendo em vista que, no modelo de migragdo celular, macrofagos intestinais
liberavam fatores quimiotaticos para eosinéfilos, nos experimentos seguintes passou-
se a testar algumas drogas que inibiram previamente a migragéo eosinofilica, quando
utilizou-se sobrenadante de células totais da lamina propria intestinal, investigando-
se, assim, que mediadores, com atividade quimiotatica para eosinoéfilos, eram
liberados por macréfagos.

A cultura de M¢s foi incubada por 30 min com bloqueadores farmacolégicos na
concentragdo de 10°M ou 10°M antes da adicdo do estimulo. Em sintese, os
macrofagos em cultura foram estimulados ou nado durante 60 minutos com
ovalbumina (10pg/ml). Trinta minutos antes da adigdo do estimulo, dexametasona
(10°M), indometacina (10°M), cetotifeno (10°M), ciproheptadina (10°M), metisergida
(10%), difenidramina (10®), ou Dulbecco foram adicionados a cultura. Ao final, as
células foram lavadas trés vezes com 1 ml de meio e feita nova incubagdo com
Dulbecco, contendo soro fetal bovino a 10% durante 2 horas. Concluida esta etapa,
os sobrenadantes foram colhidos e conservados a -70°C para posterior
administracdo i.p. em animais normais. A avaliagdo da migragado de eosindfilos foi
feita 4 horas apdés e a comparagdo feita entre os animais que receberam o
sobrenadante obtido de macréfagos estimulados com ovalbumina e os ndo
estimulados (Figura 7). '

Em adicdo, algumas drogas foras testadas in vivo 30 min antes da
administracdo do Sob de Mg¢s na cavidade peritoneal dos ratos, tais como
montelucaste, anti-leucotrieno, foi usado na dose de 10mg/kg v.o., e WEB-2086
(20mg/kg) por via subcutanea. Como relatado acima, apds 4 horas da administragdo

do estimulo foi feita a avaliagdo da migracdo de eosinofilos.
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Figura 7 - Isolamento de macréfagos da lamina propria intestinal, estimulagao
da cultura de macréfagos e obtencao do sobrenadante. Os macréfagos
aderidos eram incubados com ovalbumina (10pg/ml/60 min). Antes da adi¢cdo do
estimulo, dexametasona ('10'5M), indometacina (10°M), cetotifeno (10°M),
ciproheptadina (10™°M), metisergida (10™°M) difenidramina (10°M) ou meio
Dulbecco eram adicionados a cultura e incubados por 30 min. As células eram
lavadas 3x com meio, seguia-se nova incubagao (2 h) sem estimulo e sem drogas,
sendo os sobrenadantes coletados e conservados a —70°C para aplicagdo na

cavidade peritoneal.
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Macrofagos

Figura 8 — Microfotografia de macrofagos da lamina propria intestinal de
ratos. Macrofagos apresentando nudcleo denso e o citoplasma com uma fraca

basofilia (May Grunwald-Giemsa, 100x).
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3.9.2. Isolamento e cultura de linfécitos da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados

As células intestinais da lamina prépria do intestino delgado foram isoladas,
de acordo com o protocolo do item 3.6.

A seguir, as células foram lavadas duas vezes por centrifugagédo a 3000 rpm
durante 7 minutos, sendo o precipitado final ressuspenso em 12 ml de Dulbecco.
Procedeu-se, entdo, a quantificagdo das células obtidas, pela contagem celular em
camara de Neubauer, ap6s diluigdo (1:20) em corante de Turk.

Em seguida, 6 ml da suspens&o celular (+ 10° células/ml) foi adicionada a
tubos com 3 ml de Histopaque 1077. A suspensdo celular foi adicionada
cuidadosamente sobre o Histopaque a fim de ndo misturar o material, formando duas
camadas. Uma centrifugagcdo a 2000 rpm durante 20 minutos foi realizada, sendo ao
final formada uma monocamada intermediaria contendo os linfécitos (Figura 9). A
monocamada contendo os linfécitos foi ressuspensa em 10 ml de Dulbecco e
centrifugada a 2000 rpm, durante 5 minutos. Este processo foi repetido e o
precipitado final ressuspenso em Dulbecco de forma a se obter uma suspensédo de
10° linfocitos/ml. Para a quantificagdo e caracterizagdo dos linfocitos obtidos, laminas
eram preparadas e coradas pelo May Grunwald-Giemsa (Figura 10).

Os linfécitos isolados foram incubados por 1 hora em presenga de
ovalbumina (10ug/ml), sendo ao final centrifugada a 2000 r.p.m. durante 7 minutos.
Em seguida, os linfécitos foram lavados, trés vezes, para retirada do estimulo e
adicionado novo meio contendo soro fetal bovino a 10%, seguido de nova incubagéao
durante 2 horas. Os sobrenadantes foram coletados, filtrados (filtro millipore SW
INEX-13 n° 2) e utilizados no modelo da cavidade peritoneal e posteriormente em

incubacédo na cultura de macroéfagos.
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Figura 9 - Isolamento de linfocitos da lamina propria intestinal. As células
intestinais foram isoladas sendo o precipitado final ressuspenso em 12 ml de meio
Dulbecco. A suspensao celular foi adicionada cuidadosamente sobre o Histopaque
1077 (3 ml/tubo) e centrifugada a 2000 rpm durante 20 minutos, sendo ao final
formada uma monocamada intermediaria contendo os linfécitos. Esta monocamada
foi ressuspensa em 10 ml. de Dulbecco e centrifugada a 2000 rpm durante 7
minutos. Este processo foi repetido e o precipitado final foi ressuspenso em
Dulbecco.
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Figura 10 — Microfotografia de linfocito da lamina propria intestinal de rato.
Linfécito apresentando nucleo bastante corado e muito cromatico e com pouco
citoplasma (May Grunwald-Giemsa, 100x).
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Como foi verificado que os sobrenadantes de macréfagos e linfocitos
estimulados com ovalbumina induziam migracéo eosinofilica e como os macréfagos
sao celulas apresentadoras de antigenos, levantou-se a hipotese de que eles seriam
responsaveis pelo inicio do processo e passou-se a investigar melhor a importancia
dessas células na resposta migratéria. Para tanto, alguns protocolos experimentais
foram tragados, utilizando-se como estimulo migratério o sobrenadante de
macrofagos (SobM®s) da lamina prépria intestinal isolados de ratos sensibilizados,
através de combinagdes tanto in vivo como in vitro com os Sob de outras células,
como linfécitos e, mais adiante, mastocitos e eosindfilos, a fim de se verificar se
essas ceélulas com seus respectivos mediadores teriam efeitos inibitérios ou
estimulatérios sobre a migragdo induzida por Sob de macréfagos intestinais

estimulados com ovalbumina.

3.9.3. Avaliacao in vivo da atividade do sobrenadante obtido da cultura de
linfocitos sobre a atividade do sobrenadante de macréfagos

O sobrenadante obtido de linfécitos estimulados com ovalbumina foi
administrado i.p. em animais normais. Apés 30 min., os animais receberam o
sobrenadante obtido da cultura de macréfagos estimulados com ovalbumina (1 ml;
i.p.).

A avaliagcdo da migragao de eosindfilos foi feita 4 horas apds a administracéo
do sobrenadante liberado de macréfagos estimulados com ovalbumina. O controle da
migracao foi o grupo de animais que recebeu apenas o sobrenadante obtido de
macréfagos estimulados (Figura 13). O controle geral foi feito com os animais que
receberam apenas Dulbecco (1 ml; i.p.).

3.9.4. Avaliagao in vitro da atividade do sobrenadante da cultura de macroéfagos
quando pré-incubada com o sobrenadante da cultura de linfécitos

Linfocitos isolados foram estimulados ou nao (controle) durante 60 minutos
com ovalbumina (10upg/ml), conforme descrito anteriormente. O sobrenadante dessas
células foi usado na cultura de macréfagos, sendo adicionados a cultura 30 min antes
do estimulo ovalbumina. O sobrenadante final obtido foi administrado i.p. em animais
normais e comparado aqueles que receberam o sobrenadante obtido de macréfagos
estimulados com ovalbumina. O controle geral do experimento foi estabelecido com

animais que receberam apenas 1 ml de Dulbecco por via intraperitoneal (Figura 13).
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3.9.5. Isolamento e cultura de mastécitos e eosinéfilos da lamina propria
intestinal de ratos sensibilizados

As células intestinais da lamina propria do intestino delgado foram isoladas,
de acordo com o protocolo do item 3.6.

A seguir, as células foram lavadas duas vezes por centrifugacéo a 3000 rpm
durante 7 minutos, sendo o precipitado final ressuspenso em 10 ml de Dulbecco. Em
seguida, para o isolamento’ de mastdcitos, 6 ml da suspensdo celular (+ 10°
células/ml) foram adicionados a tubos contendo 3 ml da solugédo de Percoll (10:1; 9
partes de Percoll com uma parte de PBS 10x concentrada). Para o isolamento de
eosindfilos, 5 ml da suspensao celular foi adicionada a tubos contendo duas camadas
de solugdes de Percoll a 56 e 72%, que era preparada como descrito na Tabela 7. A
suspensdo celular, em ambos os casos, foi adicionada cuidadosamente sobre o
Percoll a fim de ndo misturar o material, obtendo-se duas camadas. Uma
centrifugacéo a 3000 rpm, durante 20 minutos, foi realizada, sendo ao final formada
uma monocamada intermediaria contendo os mastocitos (Figura 11A) ou os
eosindfilos Figura 11B). A monocamada contendo os mastoécitos ou eosindfilos foi
ressuspensa em 10 ml de Dulbecco e centrifugada a 3000 rpm durante 7 minutos.
Este processo foi repetido e o precipitado final era ressuspenso em 5 ml de Dulbecco.
Para a quantificagdo e caracterizagdo do numero de mastécitos (Figura 12A) ou
eosinofilos (Figura 12B) obtidos, l@minas eram preparadas e coradas com May

Grunwald-Giemsa.
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Figura 11 - Isolamento de mastocitos ou eosinéfilos da lamina prépria intestinal.
Células intestinais foram isoladas e o precipitado final ressuspenso em 10 ml de
Dulbecco. (A) Para o isolamento de mastocitos, esta suspensao celular foi adicionada
ao Percoll (10:1; 3 ml/tubo) e (B) para eosindfilos, a suspensao celular foi adicionada
a tubos contendo duas camadas de solugdes de Percoll a 56 (3ml) e 72% (2ml)
superpostas e centrifugada a 3000 rpm durante 20 minutos, sendo ao final formada
uma monocamada intermediaria contendo os mastécitos. A monocamada obtida
contendo mastocitos ou eosindfilos foi ressuspensa em 10 ml de Dulbecco e
centrifugada a 2000 rpm durante 7 minutos. Esse processo foi repetido e o

precipitado final ressuspenso em Dulbecco.



Mastocitos

Eosinofilo

Figura 12 — Microfotografias de mastocitos e eosinodfilo isolados da
lamina prépria intestinal de rato. a) As setas indicam mastécitos da
ldmina prépria intestinal de rato, com seus respectivos granulos. b) A seta
indica eosindfilo apresentando nucleo bilobulado da lamina prépria intestinal

de rato (May Grunwald-Giemsa, 100x).
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3.9.6. Avaliagao in vivo da atividade do sobrenadante obtido da cultura de
mastocitos ou eosindfilos sobre a atividade do sobrenadante de macréfagos

O sobrenadante obtido de mastocitos ou eosindfilos em cultura, estimulados
com ovalbumina, foi administrado i.p. em animais normais. Ap6s 30 minutos, os
animais receberam o sobrenadante obtido de macréfagos também estimulados com
ovalbumina em cultura (1 ml; i.p.).

A avaliagcdo da migragao de eosindfilos foi feita 4 horas apos a administracéo
do sobrenadante liberado de macréfagos estimulados. O controle do experimento foi
o grupo de animais que recebeu apenas o sobrenadante obtido de macréfagos
estimulados sem tratamento prévio. O controle geral foi feito com os animais que
receberam o meio Dulbecco (1 ml; i.p.) (Figura 13).

3.9.7. Avaliacao in vitro da atividade do sobrenadante da cultura de macréfagos
quando pré-incubado com sobrenadante da cultura de mastocitos ou
eosinofilos

Mastocitos ou eosindfilos isolados da lamina propria intestinal em cultura foram
estimulados durante 60 minutos com ovalbumina (10pg/ml), conforme descrito
anteriormente. Os sobrenadantes dessas células foram usados na cultura de
macrofagos, sendo adicionados a cultura 30 min antes do estimulo ovalbumina. O
sobrenadante final obtido da cultura de macréfagos pré-incubados com Sob de
mastocitos ou eosindfilos administrado i.p. em animais normais e comparados
aqueles que receberam o sobrenadante obtido da monocamada de macréfagos
estimulados com ovalbumina. O cohtrole geral do experimento foi estabelecido com

animais que receberam apenas 1 ml de Dulbecco por via intraperitoneal (Figura 13).
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Figura 13 - Manuseio dos sobrenadantes de macroéfagos, linfocitos, mastécitos

ou eosinofilos intestinais in vivo ou in vitro. Linfécitos, mastocitos ou eosindéfilos

em cultura foram estimulados com ovalbumina por 60 min. Os sobrenadantes foram

injetados em animais normais 30 min antes da injecdo do sobrenadante de

macréfagos (avaliagdo da combinagéo in vivo) ou adicionados a culturas de

macréfagos (avaliagdo da combinagéo in vitro). Nesta, os macréfagos eram pré-

incubados por 30 min por Sob de linfécitos, mastécitos ou eosindfilos, sendo em

seguida estimulados com ovalbumina (10pg/ml) por 1h. Procedia-se a lavagem (3 x)

com meio Dulbecco e incubagéo por 2 h em CO,. O sobrenadante final foi coletado e

injetado em animais normais.
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3.10. Dosagens de citocinas

Os niveis de TNF-a e IL-1B nos sobrenadantes de macrofagos, linfocitos,
mastocitos e eosindfilos isolados da lamina prépria intestinal de ratos sensibilizados,
estimulados com ovalbumina, foram determinados através de ELISA especificos
(Enzime-Linked Immuno Sorbent Assay; RAT TNF-o e RAT IL-1B; Biosource
International, Camarillo, Califérnia, USA) e as dosagens comparadas aos niveis de
animais ndo sensibilizados. Os kits foram usados de acordo com as especificagdes
do fabricante.

3.10.1. Ensaio para detecgao de TNF-a

Os niveis de TNF-a nos sobrenadantes de macréfagos, linfocitos, mastécitos e
eosindfilos isolados a lamina prépria intestinal de ratos sensibilizados ou nao
estimulados com ovalbumina foram analisados por meio de um kit de ELISA,
especifico para essa citocina (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; Rat TNF-q;
Biosource International, Camarillo, Califérnia, USA) (Figura 14).

Para tanto, inicialmente foi colocado 50 pl do diluente-padrdo em cada pogo
que continha um anticorpo especifico para TNF-a de rato. A seguir, 50 pl das
amostras, assim como 50 ul dos padrdes, nas respectivas diluigdes (15,6, 31,2 62,5,
125, 250, 500 e 1000 pg/ml), foram distribuidos em cada pog¢o da placa. A etapa
subseqiiente constou da adi¢do de 50 ul do segundo anticorpo anti-TNF-a. Apés esse
procedimento, a placa foi incubada a temperatura ambiente, por mais 1,5 hora.
Passado esse periodo, as amostras e padrbes foram descartados e os pogos

lavados, quatro vezes, com uma solugdo-tampéo fornecida pelo proprio fabricante.

Em outra etapa, foram distribuidos 100 pl de estreptavidina-HRP, por pocgo, e
logo em seguida, a placa foi incubada por 45 minutos, a 25°C. Posteriormente, o
conteldo dessa placa foi descartado e repetiu-se o procedimento da lavagem,

consoante a metodologia descrita.

Por dltimo, foram adicionados 100 pl de cromdégeno a cada pogo e,
subseqlientemente, a placa foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e no
escuro. Logo apés essa etapa, colocaram-se 100 pl/pogo da solugdo bloqueadora de
reagdo. A leitura da absorbancia foi realizada imediatamente, a 450 nm, sendo os

niveis de TNF-a expressos em picogramas por ml.
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Figura 14 - Ensaio para detecgcido de TNF-a. Esse painel representa um desenho
esquematico das varias etapas do ELISA para TNF-a passando pelas etapas da
distribuicdo do diluente-padrdo, das amostras dos sobrenadantes de cultura de

células e do anticorpo anti-TNF-a, incubagdes e leitura da absorbancia.
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3.10.2. Ensaio para deteccgio de IL-13

Os sobrenadantes das células intestinais foram obtidos conforme técnica
descritas anteriormente. A concentragdo de IL-1B foi determinada através de um
ELISA especifico (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; Rat IL- 1B; Biosource
International, Camarillo, Califérnia, USA) (Figura 15).

O kit para IL-1B foi usado de acordo com as especificagdes do fabricante.
Dessa forma, 100 pl do diluente-padrao foram distribuidos em cada pogo, contendo
um anticorpo para IL-1B. A seguir, distribuiram-se 100 pl da amostra/pogo, sendo a
placa imediatamente coberta e incubada por 3 horas, a 37°C. Apbs esse periodo, o
material foi descartado e os pogos lavados, quatro vezes, com uma solugdo tamp3o.

Na etapa seguinte, 100 pl de anti- IL-1B foram adicionados a cada pogo e ai
permaneceram por 1 hora & temperatura ambiente (25°C). Em seguida, as solugdes
foram desprezadas e os pogos novamente lavados, por mais 4 vezes, com o liquido-
tampao. Apos este procedimento, 100 pl de streptavidina-HRP foram distribuidos em
cada pogo. A placa foi coberta e deixada por mais um periodo de 30 minutos a
temperatura ambiente (25°C). Posteriormente, essa placa foi esvaziada e lavada de

acordo com o método descrito anteriormente.

A fase subsequente consistiu na adigado de 100 pl de cromégeno a cada pogo.
Nessa etapa, a placa foi incubada, por 30 minutos, a temperatura ambiente e em local
escuro. Logo em seguida, 100 pl da solugdo bloqueadora de reagédo foram
adicionados aos pogos. Por fim, a leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm,

sendo os niveis de IL-1B expressos em picogramas por ml.

As curvas do padrao foram construidas para cada experimento de forma
analoga a descrita anteriormente. Contudo, inicialmente foram adicionados aos pogos
100 pl dos padrdes de IL-1B nas respectivas diluigdes (46,9, 93,7, 187, 375, 750,
1500 e 3000 pg/ml), em substituicdo aos sobrenadantes das células.
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Figura 15 - Ensaio para detecgao de interleucina-1p. Esse esquema representa
as varias etapas do ELISA para IL-1B passando pelas etapas da distribuicdo do
diluente padrao, das amostras dos sobrenadantes de células e do anticorpo anti-

IL-1B, incubagées e leitura da absorbancia.
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3.11. Analise da viabilidade celular

Ao final de cada cultura de células, a viabilidade celular foi analisada através
da técnica do corante azul de Trypan. Para tanto, uma pequena amostra da
suspenséo celular era ressuspensa em 200 pl de meio. Da suspenséao celular, eram
retirados 20 pl e adicionados a 5 pl do corante azul de Trypan, em ladmina de
microscopia. A analise era feita por microscopia 6ptica, com base na morfologia
celular e na impregnacéo do corante. Assim, identificavam-se as células com aspecto
fluorescente como sendo as células viaveis e as coradas em azul representavam as
células néao viaveis.

Vale salientar que os macréfagos, linfécitos, mastécitos e eosindfilos foram
identificados de 86 a 92% das células totais e a viabilidade foi de 80-90% para os
mastocitos e de 85 a 95% para as demais células. Vale também frisar que, nas

laminas observadas, freqiientemente eram encontrados alguns plasmacitos.

3.12. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM de 5 ou 6 animais, na
maioria dos experimentos. Para a determinagao das diferengas estatisticas entre os
grupos, os testes utilizados foram: Anadlise de Variancia (ANOVA) e teste de
Bonferroni foi utilizado para comparar os diversos grupos no modelo de migracédo
celular utilizando-se os sobrenadantes de cultura de células, e ANOVA seguido de
teste T pareado para analise dos dados do edema de pata. P<0,05 foi fixado para

indicar significancia estatistica.
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4. RESULTADOS

Nunca digamos que estamos muito ocupados e que ndo temos tempo para Deus.
Sobre isto Ele nos diz: Dd-me o teu tempo e farei mais da metade de teu trabalho.
Dad-me as tuas oragoes e abrirei para ti os inexauriveis tesouros do céu.

Clarence J. Enzler
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4. Resultados

Os resultados do presente estudo foram divididos em trés partes: 1) Avaliagéo
do efeito pro-inflamatério de ovalbumina no modelo de edema de pata em ratos
sensibilizados; 2) Avaliagao da atividade do sobrenadante de cultura de células totais
da lamina prépria intestinal de ratos sobre a migragdo de eosinéfilos na cavidade
peritoneal de ratos; 3) Avaliagdo da atividade do sobrenadante de cultura de células
isoladas (macrofagos, linfécitos, mastécitos e eosindéfilos) da lamina proépria intestinal
de ratos sobre a migracdo de eosindéfilos na cavidade peritoneal de ratos, dando

maior enfoque a participagdo de macréfagos intestinais.

4.1. Avaliacido farmacolégica do edema de pata induzido por ovalbumina em
ratos sensibilizados
4.1.1. Curva dose-efeito de edema de pata induzido por ovalbumina

A injecao intraplantar de 10 pg/pata de ovalbumina induziu edema em ratos
pré-sensibilizados com ovalbumina nas doses de 1, 10, 30, 100 e 200 ug/rato (Figura
16). Na dose de 10 pg/rato para sensibilizagdo, o edema apresentou um inicio rapido,
atingindo o pico 1 h apés o estimulo. Nas doses escolhidas para este estudo (30
pg/rato para sensibilizar e 10 pg/pata para estimular), o edema alcangou um pico
maximo aproximadamente 2 h apds o estimulo, seguiu por uma diminuigéo gradual e

24h apos o efeito estava praticamente ausente.

4.1.2. Curva temporal do edema de pata induzido por ovalbumina

Para avaliar o curso temporal de sensibilizagdo, foram utilizadas os intervalos
de 3, 7, 14, 21, 28 e 56 dias. O edema aumentou nos grupos de até 21 dias apés a
sensibilizagao (Figura 17), passou a diminuir a partir de 28 dias de sensibilizacao.
Enquanto na dose mais alta de sensibilizagdo (200 pg/rato) o edema foi mais
duradouro, aumentando até 28 dias ap0ds a sensibilizagdo (dados ndo mostrados). Os
grupos de ratos nao-sensibilizados ou pseudo-sensibilizados com Al(OH)3 (controles)

nao foram detectados edema com a injec¢ao intraplantar de ovalbumina.
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Figura 16 - Curva dose de sensibilizagdo de ratos antes da indugdo do edema
de pata induzido por ovalbumina (ova). (A) Ratos foram pseudo-sensibilizados
com Al(OH)s (controle) ou pré-sensibilizados com ova nas doses de 1, 10, 30, 100 e
200 pgfrato e 14-18 dias depois o estimulo foi injetado ipl (10 pg/pata). O edema foi
avaliado 1, 2, 3 e 4 h apds o estimulo e expresso como o aumento do volume da
pata (ml) acima do volume basal. (B) A area sob a curva tempo-resposta foi
determinada usando uma curva trapezoidal. Cada ponto representa a média + EPM
Para o numero de animais indicados acima. Os asteriscos indicam as diferencas

significativas comparadas ao grupo pseudo-sensibilizado (controle). (p<0,05:
ANOVA, teste t de Student pareado).
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Figura 17 - Curva temporal de sensibilizacdo de ratos antes da indugdo do
edema de pata induzido por ovalbumina (ova). (A) O edema induzido por ova (10
ng/pata) foi injetado nos seguintes grupos de ratos: pseudo-sensibilizado (controle),
nao-sensibilizado (n.sens.) ou sensibilizado (sens.) com ova (30 pg/rato) em
diferentes dias (d) pos-sensibilizagdo. O edema foi avaliado 1, 2, 3 e 4 h apés o
estimulo e expresso como o aumento do volume da pata (ml) acima do volume basal.
(B) A area sob a curva tempo-resposta foi determinada usando uma curva trapezoidal.
Cada ponto representa a média + EPM para o nUmero de animais (n=6). As
diferengas significativas foram comparadas aos respectivos controles: *comparado ao

grupo pseudo-sensibilizado (controle) ou **comparado ao grupo n&o-sensibilizado
(pP<0,05; ANOVA, teste t de Student pareado).
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4.1.3. Efeito dos bloqueadores de derivados do acido araquidénico sobre o
edema induzido por ovalbumina

O pré-tratamento dos animais com dexametasona (0,5 mg/kg) foi efetivo em
inibir o edema alérgico. Os agentes anti-inflamatérios nao-esteréides, indometacina (2
mg/kg), MK-886 (10 mg/kg), NDGA (60 mg/kg) e WEB 2096 (5 mg/kg) néo inibiram
essa resposta quando comparados ao grupo PBS (controle; animais pré-tratados
apenas com PBS). Assim como, a combinagéo de indometacina (2 mg/kg) + MK-886
(10 mg/kg) + cetotifeno (10 mg/kg) também ndo afetou o edema induzido por
ovalbumina (Tabela 8). Portahto, sugere-se que os metabdlitos do acido araquidénico
néo participam dessa reacdo inflamatéria. Dados anteriores do Laboratério de
Doengas Infecciosas (LDI/IBIMED) tém mostrado que essas doses inibem as
correspondentes vias do metabolismo do acido araquidénico em ratos (ROCHA et al.,
1997).

4.1.4. Papel de aminas endogenas sobre o edema induzido por ovalbumina

As aminas vasoativas parecem estar envolvidas, desde que as drogas
difenidramina (anti-histaminica H1), ciproheptadina (anti-H1/5HT2) e metisergida
(anti-serotoninérgica: primariamente anti-5HT2), reduziram o edema imune (Figuras
18 e 19 Tabela 9). A inibicdo induzida por difenidramina foi dose-dependente e
observada em todas as doses (25, 50, 75 e 100 mg/kg; s.c.). A maior dose (100
mg/kg) quase completamente bloqueou o edema induzido por ovalbumina (Figura
18). Em contraste, meclizina (anti-H1 classico) falhou em inibir o edema imune
(Tabela 9). Em adigéao, ciproheptadina também reduziu o edema de maneira bifasica,
ou seja, o maior indice de redugao ocorreu na dose de 2mg/kg e com o aumento da

dose (3mg/kg) a redugéao foi menor (Figura 16).

4.1.5. Efeito do composto 48/80 e estabilizadores de mastoécitos sobre o
edema induzido por ovalbumina

A deplecdo de mastocitos por tratamento sistémico com composto 48/80
potencializou a resposta ederhatogénica, de forma significante (Tabela 9). Por outro
lado, cetotifeno (10 mg/kg), estabilizador de mastocitos, ndo afetou o edema imune
(Tabela 9). Em adigao, o pré-tratamento dos animais com cromolina ou cromoglicato

de sodio, outro estabilizador de mastdcitos, levemente influenciou o edema induzido
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por ovalbumina. Na mais alta dose (20 mg/kg), houve uma redugéo do edema apenas
em animais jovens, enquanto na mais baixa dose de 5 mg/kg, induziu um leve
aumento na resposta edematogénica que foi detectavel somente no tempo de 2h
(0,87 £ 0,06; Tabela 10), comparados ao grupo PBS (0,71 + 0,04).

4.1.6. Efeito de bloqueadores de sintese de TNF-a no edema induzido por
ovalbumina.

Também foi investigado o efeito de drogas como talidomida, inibidor de
sintese de TNF, e pentoxifiina, inibidor da sintese de TNF e IL-1.
A Tabela 11 mostra que talidomida (90 mg/kg) e pentoxifilina (90 mg/kg) nao
previnem formacgao de edema induzido por ovalbumina em ratos. No entanto, uma
inibicao significante por chorpromazina, droga anti-TNF/anti-5HT2, foi observada em
todas as doses (Tabela 12).
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Tabela 8 - Anti-inflamatérios classicos nao inibiram o edema de pata induzido por ovalbumina em ratos sensibilizados.

Dose Tempo (horas)
Tratamento ? (mg/kg) 1 2 3 4 Farmacologia
PBS (n=6)" 0,7/0+0,10. 0,65+0,06 0,60+0,04 0,53+0,03
Indometacina (n=6) 2 0,73+0,05 0,63+0,03 06+0,05 0,52+0,05 Inibidorde cicloxigenase
MK-886 (n=5) 10 0,54+0,09 0,57+0,10 0,48+0,08 0,39 +0,09 Inibidorde lipoxigenase
NDGA (n=5) 60 0,72+0,06 0,80+0,08 0,72+0,07 0,60+ 0,06 Inibidor de cicloxigenase e
lipoxigenase
WEB 2086 (n=6) 5 0,58+0,02 0,60+0,04 0,54+0,03 0,46 +0,03 Antagonista de PAF
Cetotifeno (n=6) 10 0,62+0,03 0,55+0,02 0,56+0,03 0,50+ 0,03 Estabilizador de mastdcitos
Indometacina+MK886 + - 0,56+0,06 0,59+0,03 0,58+0,02 0,52 +0,02 Combinagdo nas doses
Cetotifeno (n=5) indicadas

Resultados foram expressos como média £+ EPM do aumento do volume (ml) da pata.
& Ovalbumina (10pg/100pl) foi injetada i.pl. € edema foi medido apés 1, 2, 3 e 4 h.

® Numero de animais/grupo entre parénteses.
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Tabela 9 - Efeito de drogas anti-histaminicas e anti-alérgicas sobre o curso temporal do edema induzido por

ovalbumina em ratos sensibilizados.

Dose Tempo (horas) Farmacologia
Tratamento ® (mgl/kg) 1 2 3 4

PBS (n=6) ° 0,70+0,10 0,65+0,06 0,60+0,04 0,53+0,03
Meclizina (n=5) 30 064+006 052+004 055+005 0,47+0,07 Anti-histaminico H1
Metisergida (n=5) 5 0,21 +0,04* 0,36 +0,06* 0,25+ 0,06* 0,26 +0,07* Bloqueador 5-HT1/5-HT2
Cetotifeno (n=6) 10 0,62+0,03 055+0,02 056+003 0,50+0,03 Estabilizador de mastécitos
Composto 48/80 (n=6) 0,85+0,05 0,92+0,03* 0,84 +0,05* 0,68+ 0,03* Depletor de mastdcitos
Dexametasona (n=5) 0,5 0,29 + 0,02* 0,41+ 0,02* 0,38 +0,03* 0,23 +0,02* Glicocorticoide

Resultados foram expressos como média + EPM do aumento do volume (ml) da pata.
@ Ovalbumina (10pg/100yl) foi injetada i.pl. e edema foi medido apés 1, 2, 3e 4 h.

® Numero de animais/grupo entre parénteses.

* P<0,05 (ANOVA, teste t de Student), comparado ao grupo PBS.



Tabela 10 - Efeito do estabilizador de mastécitos (cromolina) sobre o curso temporal

do edema induzido por ovalbumina em ratos sensibilizados.

Dose Tempo (horas)
Tratamento®  (mg/kg) 1 2 3 4
PBS (n=15) 0,75+0,05 0,71+0,04 0,66+004 0,56+0,03
Cromolina (n=6) 5 073+0,06 0,87+006 0,72+0,04 0,610,005
Cromolina (n=6) 10 0,70+0,06 0,76+0,06 063+0,04 0,64+0,05
Cromolina (n=6) 20 '0,69+0,03 068+003 0,50+004 0,47 +0,03
Cromolina (n=6)b 20 0,37 +£0,04* 0,44 +0,04* 0,43+0,02* 0,38+0,01*

Resultados foram expressos como média + EPM do aumento do volume (ml) da pata.

2 Ovalbumina (10ug/100pl) foi injetada i.pl. e o edema foi medido apés 1, 2, 3e 4 h.

Numero de animais/grupo entre parénteses.

* P<0,05 (ANOVA, teste t de Student pareado), comparado ao grupo PBS.

® Ratos jovens pesando em média 130g.

Tabela 11 - Drogas anti-TNF-o nédo inibiram o edema de pata induzido por

ovalbumina em ratos sensibilizados.

Dose Tempo (horas)

Tratamento®  (mgl/kg) 1 2 3 4
PBS (n=15) 0,75+0,05 0,71+0,04 0,66+0,04 0,56+0,03
Talidomida (n=6)° 90 0,65+0,07 0,71+0,07 0,66+0,06 0,63+0,06
Pentoxifilina (n=6) 90 0,64+003 064+0,04 050+0,04 0,48+0,05

Resultados foram expressos como média + EPM do aumento do volume (ml) da pata.

2 Ovalbumina (10ug/100pl) foi injetada i.pl. € 0 edema foi medido apos 1,2, 3e 4 h.

Numero de animais/grupo entre parénteses.

b

DMSO (veiculo de talidomida) ndo afetou edema imune.
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Tabela 12 - Efeito de clorpromazina (anti-TNF/anti-5HT2) sobre o curso temporal do

edema induzido por ovalbumina em ratos sensibilizados.

Dose Tempo (horas)

Tratamento ® (mg/kg) 1 2 3 4
PBS (n=15) 0,75+ 0,05 0,73+0,04 0,66+0,04 0,56 + 0,03
Clorpromazina (n=6) 1 0,50 + 0,06* 0,55+ 0,05* 0,46 +0,05* 0,42 + 0,05*
Clorpromazina (n=6) 3 "0,55+0,07* 0,58 +0,08* 0,51 +0,07* 0,4 + 0,06*
Clorpromazina (n=6) 0,26 + 0,05 0,29 +0,02* 0,28 +0,05* 0,23 +0,04*
Clorpromazina (n=6) 18 0,29+0,04* 0,34+04* 0,29+0,04* 0,31+0,03*

Resultados foram expressos como média + EPM do aumento do volume (ml) da pata.

# Ovalbumina (10pg/100pl) foi injetada i.pl. e o edema foi medido apds 1,2, 3e 4 h.

Numero de animais/grupo entre parénteses.

* P<0,05 (ANOVA, teste t de Student pareado), comparado ao grupo PBS.
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Figura 18 - Inibigao por difenidramina (difen; anti-H1) de edema de pata induzido
por injegdo intraplantar de ovalbumina (ova; 10 pg/pata) em ratos sensibilizados.
Quatorze a dezoito dias antes os animais foram pseudo-sensibilizados (controle) ou
sensibilizados com ovalbumina (30 pg/rato, i.p.) e tratados 1 h antes do estimulo
intraplantar, com PBS ou ciproheptadina s.c. nas doses indicadas. (A) O edema foi
avaliado 1, 2, 3 e 4 h apds o estimulo e expresso como o aumento do volume da pata
(ml) acima do volume basal. (B) A érea sob a curva tempo-resposta foi determinada
usando uma curva trapezoidal. Cada ponto representa a média + EPM para o nimero
de animais indicados acima. Os asteriscos indicam as diferencas significativas
Comparadas ao grupo PBS (p<0,05; ANOVA, teste t de Student pareado).
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Figura 19 - Inibigdo por ciproheptadina (cipro; anti-H1/5-HT2) de edema de pata
induzido por injegdo intraplantar de ovalbumina (ova; 10 pg/pata) em ratos
sensibilizados. Quatorze a dezoito dias antes os animais foram pseudo-sensibilizados
(controle) ou sensibilizados com ovalbumina (30 pg/rato, i.p.) e tratados 1 h antes do
estimulo intraplantar, com PBS ou ciproheptadina s.c. nas doses indicadas. (A) O
edema foi avaliado 1, 2, 3 e 4 h apds o estimulo e expresso como o aumento do
volume da pata (ml) acima do volume basal. (B) A area sob a curva tempo-resposta foi
determinada usando uma curva trapezoidal. Cada ponto representa a média + EPM
Para o numero de animais indicados acima. Os asteriscos indicam as diferencas
significativas comparadas ao grupo PBS (p<0,05; ANOVA, teste t de Student pareado).
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4.1.7. Estudo histopatologico do edema de pata induzido por ovalbumina em
ratos sensibilizados

Ao final do experimento, ou seja, apds a ultima medigdo do edema, no tempo
de 4 h, as patas foram removidas para analise histoldgica. Ao microscépio éptico, foi
verificada uma intensa infiltragdo de neutréfilos e eosindéfilos na hipoderme das

patas edemaciadas de ratos sensibilizados que haviam sido injetadas com

ovalbumina (10ug/pata) para a indugéo do edema (Figura 20).



Figura 20 - Estudo histopatologico de patas de ratos com infiltrado
leucocitario no local do edema induzido por ovalbumina (10ug/pata). Painel A:
Mostra corte histolégico de uma pata normal sem edema de animais nao
sensibilizados (controle). Painel B: Apresenta corte de uma pata de rato
sensibilizado 4 h apdés a inducdo do edema, apresentando grande infiltrado
leucocitario no local de aplicagdo da ovalbumina, cujas células predominantes foram
neutréfilos e eosindfilos, indicadas por setas (Coloracdo H.E., aumento de 40x).
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Tendo em vista que se obteve resultado positivo, quando testou-se a
atividade proé-inflamatéria de ovalbumina em ratos sensibilizados no modelo de |
edema de pata, passou-se, entdo, a realizar a segunda parte do estudo visando-se a
avaliacao de células e mediadores envolvidos na alergia intestinal induzida por

ovalbumina.

4.2. Avaliagdo da atividade do sobrenadante de cultura de células totais da

lamina propria intestinal de ratos sobre a migragao celular

4.2.1. Avaliagdao da atividade de sobrenadante de cultura de células totais da
lamina propria intestinal de ratos normais, sham-sensibilizados e sensibilizados
sobre a migragao de leucécitos

De inicio, comparou-se a contagem diferencial de quatro tipos de células:
neutréfilos, mononucleares, eosinéfilos e mastécitos que migraram para a cavidade
peritoneal de ratos normais em respostas ao sobrenadante (Sob) de cultura de
células totais da lamina propria intestinal (CLPI) de ratos sensibilizados, estimuladas
com ovalbumina.

Foi observada diferenga significativa na migragao de eosinoéfilos entre os
grupos que receberam sobrenadante de cultura de células da lamina prépria intestinal
de ratos sensibilizados estimulados com ovalbumina (1,029+0,07), comparados aos
que receberam Sob de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados (0,317+0,06) ou de ratos
nao sensibilizados (0,28710,11) ou ao Dulbecco (0,278+0,08) também estimulados
com ovalbumina. Também se constatou que o estimulo ovalbumina sobre a cultura foi
importante para a migragdo eosinofilica (1,029+0,06 c/ova; 0,489+ 0,07 s/ova)
(Figura 21).

Para as demais células (neutréfilos, mononucleares e mastocitos) ndo houve
diferenga significativa, em termos de migragdo dessas células para a cavidade
peritoneal nas mesmas condigées citadas acima (Tabela 13).

Baseando-se nos resultados supra-citados, nos experimentos subseqlientes
passou-se a investigar a migracdo de eosindfilos induzida pelo sobrenadante de
cultura de CLPI de ratos sensibilizados e comparando-se ao Sob de ratos pseudo-

sensibilizados, cujas culturas foram estimuladas com ovalbumina.
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Figura 21 - Efeito do sobrenadante de cultura de células da lamina prépria
intestinal estimuladas ou nao com ovalbumina, de ratos nao sensibilizados,
pseudo-sensibilizados ou sensibilizados com ovalbumina (ova) sobre a
migracao de eosinofilos na cavidade peritoneal de ratos nao sensibilizados. A
Figura mostra que houve migragéo de eosinéfilos (ME) induzida por sobrenadante
(Sob) de cultura de células da lamina prépria intestinal (CLPI) estimuladas com
ovalbumina in vitro de ratos sensibilizados (Sens.) quando comparados aos que
receberam Sob de ratos nao sensibilizados (N.Sens.) ou pseudo-sensibilizados
(P.Sens.) ou o meio Dulbecco sozinho. A ME foi avaliada 4h apés a inje¢&o i.p. do
estimulo. Resultados expressos como média + E.P.M. de 06 animais. *p<0,001
comparado ao grupo que recebeu Sob de ratos sensibilizados sem estimulo ova na

cultura. ANOVA-Teste de Bonferroni. s/ova: sem estimulo ovalbumina in vitro; clova:
com estimulo ovalbumina na cultura de células
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Tabela 13 - O sobrenadante de cultura de células da lamina prépria intestinal (Sob de CLPI) ndo induziu migragéo
de neutréfilos, mononucleares e mastdcitos na cavidade peritoneal de ratos, quando foram comparados os grupos
estimulados ou ndo, com ovalbumina (ova).

S/Estimulo ova C/Estimulo ova

Migracao de Neutroéfilos n (Média + EPM) n (Média + EPM)
Dulbecco (meio) 4 1,07 £ 0,19 5 1,57 + 0,24
.' Sob de CLPI de ratos ndo sensibilizados B 6 2,46 + 0,36 8 5 1,65 + 0,34
Sob de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados 6 2,00 + 0,32 6 1,36 + 0,07
Sob de CLPI de ratos sensibilizados 6 1,41 + 0,29 6 1,75 + 0,25

Migracao de Mononucleares
Dulbecco (meio) 4 3,40 + 0,27 5 2,74 + 0,21
Sob de CLPI de ratos ndo sensibilizados 6 1,98 + 0,53 5 315 + 0,35
Sob de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados 6 2,86 + 0,34 6 266 + 0,26
Sob de CLPI de ratos sensibilizados 6 2,89 + 0,18 6 2,52 + 0,28
Migracao de Mastocitos

Dulbecco (meio) 4 0,12 + 0,07 5 0,02 + 0,04
Sob de CLPI de ratos ndo sensibilizados 6 0,19 + 0,10 5 0,23 + 0,11
Sob de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados 6 0,16 + 0,09 6 0,05 + 0,05
Sob de CLPI de ratos sensibilizados 6 0,09 + 0,04 6 0,11 + 0,05

Os resultados foram expressos como média + EPM do nimero de células x 10° /ml; n: nimero de animais/grupo



4.2.2. Curso temporal do efeito de sobrenadante de cultura de células da lamina
propria intestinal de ratos sensibilizados sobre a migragao de eosindfilos.

A resposta migratéria de eosindéfilos no modelo da cavidade peritoneal
aplicando-se o sobrenadante da cultura de células da lamina propria intestinal de
ratos sensibilizados (Sens.) ou pseudo-sensibilizados (P.Sens.) foi avaliada em
diferentes intervalos de tempo pos-estimulo, que variou de duas a 48 horas.

O numero de eosindfilos foi significativamente diferente na quarta hora apés a
injecdo de estimulo, comparando-se o grupo de ratos sensibilizados (1,049+0,08)
com os pseudo-sensibilizados (0,368+0,05). O numero destas células passou a
aumentar concomitantemente nos dois grupos a partir de 8h, atingindo valores
maximos e equivalentes nos dois grupos na 242 hora apés a administracdo dos
estimulos (Figura 22). |

Portanto, comparando-se os resultados nos dois grupos a resposta migratéria
foi significativamente diferente quando o fluido peritoneal para contagem de células
foi coletado 4h pds-estimulo (Figura 22). Por isso, nos experimentos subseqiientes

os estimulos foram sempre aplicados 4 h antes da coleta do exsudato peritoneal.
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Figura 22 - Curva do tempo-efeito de estimulo na cavidade peritoneal com o
sobrenadante de cultura de células da lamina propria intestinal estimuladas
com ovalbumina de ratos sensibilizados sobre a migragdo de eosinofilos. A
Figura mostra que no tempo de 4 h pés-estimulo, houve aumento significativo na
migragéo de eosinofilos (ME) induzida por sobrenadante (Sob) de cultura de
células da ldmina prépria intestinal (CLPI) estimuladas com ova in vitro de ratos
sensibilizados (Sens.) quando comparados aos que receberam Sob de ratos
pseudo-sensibilizados (P.Sens.). A ME foi avaliada nos intervalos de tempo
indicados acima, apdés a inje¢ado i.p. do estimulo. Resultados expressos como
média + E.P.M. de 06 animais. ANOVA-Teste de Bonferroni.
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Vale salientar que a partir dos resultados encontrados inicialmente, sentiu-se a
necessidade de realizar outros grupos controles, visando-se avaliar a importancia do
adjuvante (hidroxido de aluminio) nessa resposta migratéria, bem como, se a
sensibilizacdo dos ratos utilizados no modelo de migracdo celular alteraria essa
resposta, visto que em nosso protocolo somente eram sensibilizados os ratos
utilizados nos protocolos de cultura de células.

Para tanto foram realizados os seguintes grupos:

1) ratos sensibilizados em que nenhum estimulo foi feito na cavidade
peritoneal, ou seja, foi somente coletado o exsudato peritoneal para a contagem de
células;

2) ratos sensibilizados que receberam na cavidade peritoneal Sob de células
da lamina proépria de ratos também sensibilizados;

3) ratos normais (nédo sensibilizados) que receberam na cavidade peritoneal
sobrenadante de cultura de células da lamina prépria de ratos sensibilizados apenas
com ovalbumina, sem o adjuvante. O controle desses experimentos foi o grupo de
ratos ndo sensibilizados que recebeu Sob de células da lamina propria de ratos
sensibilizados. Vale ressaltar que nesses grupos as culturas foram sempre
estimuladas com ovalbumina.

Observou-se entdo, que a sensibilizagdo per si dos animais no modelo de
migragcdo nao induz migracdo de eosindfilos para a cavidade peritoneal e que o
hidréxido de aluminio (adjuvante) na sensibilizagao, foi importante para potencializar

a resposta migratéria de eosinéfilos (Figura 23).

4.2.3. Curso temporal de incubagdao com ovalbumina da cultura de células da
lamina prépria intestinal de ratos sensibilizados sobre a migragdo de
eosindfilos.

As culturas de CLPI foram incubadas com ovalbumina por 30, 60 e 90 min para
avaliacdo do melhor tempo de incubagdo. Essa resposta foi tempo-dependente,
atingindo o pico maximo quando as células foram estimuladas por 90 min. Contudo
esse aumento so6 foi significativo comparando-se os grupos de 30 e 60 min (Figura
24). Baseando-se nesses dados, escolheu-se o tempo de incubagao de 60 min (1 h)
para os experimentos subsequentes, também tendo em vista que quanto menor o

tempo de manipulagdo das células maior sera a sua viabilidade.
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Figura 23 - Efeito do sobrenadante de cultura de células da lamina prépria
intestinal estimuladas ou ndo com ovalbumina (ova) de ratos sensibilizados
com ovalbumina sozinha (ova s/ Al(OH);] ou com ova+hidréxido de aluminio
(ova c/ Al(OH);] sobre a migragao de eosinodfilos na cavidade peritoneal de
ratos normais ou sensibilizados. (A) A Figura demonstra que nao houve
migracao de eosindfilos (ME) induzida por sobrenadante de células da lamina
prépria intestinal de ratos sensibilizados somente com ova sem Al(OH); (adjuvante)
quando comparados aos que receberam Sob de ratos sensibilizados com
ova+adjuvante, na cavidade peritoneal de ratos normais. O grupo controle geral foi
pseudo-sensibilizado com Al(OH)3, (B) A Figura mostra que a sensibilizacdo dos
ratos que foram utilizados no modelo de migragdo (RM) da cavidade peritoneal nao
altera a resposta migratéria quando comparada a migragdo em ratos normais que
também receberam SobCLPI de ratos sensibilizados (Sens.). A ME foi avaliada 4h
apds a injecdo i.p. dos estimulos. Resultados expressos como média + EPM
*p<0,05 comparado aos grupos controles. ANOVA-Teste de Bonferroni.
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Figura 24 - Curva tempo de incubagdao com ovalbumina na cultura de células
da lamina propria intestinal cujos sobrenadantes foram avaliados sobre a
migragao eosinofilica na cavidade peritoneal de ratos normais. A Figura
mostra que houve aumento significativo na migragédo de eosinéfilos (ME) induzida
por sobrenadante (Sob) de células da lamina prépria intestinal (CLPI) estimuladas
com ovalbumina (ova) de ratos sensibilizados a partir do tempo de estimulagao de
60 min comparados aos que receberam Sob de CLPI estimuladas com ova por 15
ou 30 min. A ME foi avaliada 4h ap6s a inje¢édo i.p. do estimulo. Resultados
expressos como média £+ EPM do nimero de animais indicado acima. *p<0,05
comparado a Dulbecco e aos grupos que receberam Sob de CLPI estimuladas com
ova por 15 ou 30 min. ANOVA-Teste de Bonferroni.
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4.2.4. Avaliagdo da participagcio de células peritoneais residentes no
recrutamento de eosinéfilos induzido pelo sobrenadante de cultura de células
da lamina proépria intestinal de ratos sensibilizados.

Com o objetivo de irivestigar o papel de células peritoneais residentes no
efeito estimulador de eosindfilos induzido pelo sobrenadante de cultura de células da
lamina propria intestinal foram utilizadas varias metodologias com o propésito de

alterar a populagao destas células.

4.2.4.1. Avaliacdo de macrofagos residentes na infiltragio de eosindfilos
induzida por sobrenadante de cultura de células da lamina prépria intestinal de
ratos sensibilizados.

A Figura 25 mostra que o pré-tratamento com tioglicolato a 3% dos ratos que
receberam o estimulo imuno-inflamatério potencializou levemente, mas nao
significativamente, a migragéo eosinofilica induzida pelo sobrenadante de células de
ratos sensibilizados estimulados com ovalbumina, quando comparada ao grupo que
ndo foi previamente tratado com tioglicolato. Estes dados sugerem que os
macrofagos da cavidade peritoneal parece ndo terem influéncia na resposta
migratoria. Posteriormente, avaliamos a participagdo de macrofagos isolados da
lamina proépria intestinal sobre a migragdo de eosindfilos. Por outro lado, a migragao
eosinofilica induzida por sobrenadante de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados foi
dependente de macroéfagos residentes, desde que o aumento da populagido de
macrofagos da cavidade peritoneal por tioglicolato, potencializou significativamente

essa resposta migratéria (Figura 25).

4.2.4.2. Papel de mastocitos na migracdo de eosindfilos induzida por
sobrenadante de cultura de células da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados.

A migracao de eosindfilos induzida pelo sobrenadante de CLPI de ratos
sensibilizados, nao foi alterada nos animais depletados de mastdcitos com o
composto 48/80 quando comparados aos controles ndo tratados com esse composto.
Contudo o pré-tramento com composto 48/80 aumentou potencialmente a resposta

migratéria induzida por SobCLP| de ratos pseudo-sensibilizados (Figura 26). Estes
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dados sugerem que mastocitos residentes sdo responsaveis pela baixa resposta
migratéria induzida por Sob de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados no tempo de
estimulo de 4 horas, ou seja, modulam negativamente essa resposta.

Quando se utilizou esse protocolo de deplecédo de mastdcitos nos ratos
sensibilizados utilizados na pultura, nao houve alteragdo na resposta migratéria
(Figura 26). Estes resultados sugerem que mastocitos da cavidade peritoneal parece

que nao participam dessa resposta migratoéria.
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Figura 25 - Avaliagcao do aumento da populagcao de macréfagos peritoneais
sobre a migragao eosinofilica induzida por sobrenadante de cultura de
células da lamina prépria intestinal estimuladas com ovalbumina (ova), de
ratos pseudo-sensibilizados ou sensibilizados. A Figura mostra que o pré-
tratamento de ratos com tioglicolato 3% (c/ Tg; 3% v/v, 10ml i.p) utilizados no
modelo da cavidade peritoneal ndo altera a migragdo eosinofilica induzida por
sobrenadante de cultura de células da lamina prépria intestinal (SobCLPI)
estimuladas com ova de ratos sensibilizados (Sens.), contudo potencializa a
resposta migratoria induzida por SobCLPl de ratos pseudo-sensibilizados
(P.Sens.). A ME foi avaliada 4h apés a inje¢édo i.p. dos estimulos na cavidade
peritoneal de ratos normais. Resultados expressos como média + EPM *p<0,05
comparado ao grupo néo tratado com Tg (s/ Tg). ANOVA — Teste de Bonferroni.
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Figura 26 - Avaliagcdao da deplegcao de mastécitos pelo pré-tratamento com o
composto 48/80 sobre a migracao eosinofilica induzida por sobrenadante de
cultura de células totais da lamina propria intestinal (CLPI) estimuladas com
ovalbumina (ova), de ratos pseudo-sensibilizados ou sensibilizados. A Figura
mostra que o pré-tratamento subcrénico de ratos normais utilizados no modelo da
cavidade peritoneal (RM) com composto 48/80 (c/ C48/80) nao altera a migracao
eosinofilica induzida por sobrenadante (Sob) de cultura de CLPI estimuladas com
ova de ratos sensibilizados, contudo aumenta potencialmente a resposta migratéria
induzida por SobCLPI de ratos pseudo-sensibilizados (P.Sens.). Mostra ainda que o
pré-tratamento com composto 48/80 dos ratos sensibilizados utilizados na cultura
(RC) de CLPI por 4 dias antes do isolamento das células ndo altera a resposta
migratoria. A ME foi avaliada 4h apdés a injecdo i.p. dos estimulos na cavidade
peritoneal de ratos normais. Resultados expressos como média + E.P.M. de 06
animais. *p<0,001 comparado ao grupo nao tratado com composto 48/80 (s/
C48/80). ANOVA — Teste de Bonferroni.
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4.2.5. Efeito do tratamento in vivo com moduladores farmacolégicos sobre a
atividade de sobrenadante de células da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados no modelo de migragao eosinofilica em cavidade peritoneal.

A avaliagdo do nimero de eosindfilos presentes na cavidade peritoneal, que
migraram em resposta aos estimulos em ratos normais, foi feita 4h apés as injegoes e
comparada ao numero obtido de animais injetados apenas com sobrenadante de

ceélulas da ldmina prépria intestinal sem pré-tratamento com inibidores (1ml; i.p.).

4.2.5.1. Avaliacao de drogas anti-inflamatérias na migragao eosinofilica induzida
por sobrenadante de células da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados.

A Figura 27A mostra o efeito de um glicocorticoéide, dexametasona; de um
inibidor de fosfolipase A2, quinacrina; e de um antagonista do PAF, WEB 2086.
Enquanto a Figura 27B mostra o efeito do inibidor dual de cicloxigenase e
lipoxigenase, NDGA, de inibidores preferenciais da enzima ciclooxigenase-1 e 2,
indometacina e meloxicam respectivamente; de um inibidor de sintese de leucotrieno,
montelucaste sédico sobre a higragéo de eosindfilos induzida pelo sobrenadante de
CLPI de ratos sensibilizados, para a cavidade peritoneal. O pré-tratamento dos
animais com dexametasona (0,5mg/kg; 0,429+0,07), quinacrina (20mg/kg;
0,395+0,05), indometacina (2mg/kg; 0,30+0,05), WEB 2086 (20mg/kg; 0,213+0,01) ou
montelucaste sédico (10mg/kg; 0,374 + 0,02) inibiram (p<0,05) a resposta migratéria
comparado ao grupo pré-tratado com PBS (1,062+0,15). Por outro lado, o inibidor
mais seletivo de ciclooxigenase-2, meloxicam (10mg/kg), e o inibidor dual de ciclo- e
lipoxigenase, NDGA (50mg/kg), nao inibiram a migracao de eosinéfilos, comparando-
se aos animais que receberam apenas o estimulo imuno-inflamatério e foram pré-
tratados com PBS. Este resultado sugere o envolvimento de derivados de
ciclooxigenase-1, lipooxigenase e de PAF na atividade quimiotatica para eosinéfilos
induzida pelo sobrenadante de CLPI e afasta a possibilidade do envolvimento de

derivados de cicloxigenase-2.
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Figura 27 — Atividade moduladora de drogas anti-inflamatérias na migragao
de eosindfilos induzida por sobrenadante de cultura de células totais da
lamina prépria intestinal estimuladas com ovalbumina (ova) de ratos
sensibilizados. Painel A) Mostra que o pré-tratamento com dexametasona
(Dexa; 0.5 mg/kg; s.c.), quinacrina (Quina; 20mg/kg; s.c.), WEB-2086 (20mg/kg;
s.c.) 30 min antes da administragdo i.p. do sobrenadante de CLPI de ratos
sensibilizados (SobCLPI), estimuladas com ova, inibiu a migragdo de eosindfilos
para a cavidade peritoneal de ratos. Painel B) mostra que indometacina (Indo; 2
mg/kg; s.c.) e montelucaste sédico (MonteS; 10mg/kg; vo) administrados 30 min
antes do SobCLPI, estimuladas com ova, inibiram a migragdo de eosindfilos,
enquanto NDGA (50mg/kg; s.c.) e meloxicam (Melox; 10mg/kg; v.0.) n&o inibiram
esse efeito. A migragéo de eosindfilos foi avaliada 4h apo6s o estimulo. Os animais
do grupo Controle foram pré-tratados com 0,5 ml de PBS estéril, 30 min antes do
estimulo. Os resultados foram expressos como média + EPM de 06 animais.
*p<0,05 comparado ao Controle (PBS). ANOVA - Teste de Bonferroni.
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4.2.5.2. Avaliagcdo do efeito de anti-histaminicos, anti-serotoninérgicos e
estabilizadores de mastécitos sobre a migracao eosinofilica induzida por
sobrenadante de células da lamina proépria intestinal de ratos sensibilizados.

A Figura 28A mostra o efeito do pré-tratamento com anti-histaminicos e anti-5-
HT sobre a migragcdo de eosindfilos para a cavidade peritoneal de ratos normais,
induzida pelo sobrenadante de CLPI de ratos sensibilizados. Observa-se que os anti-

histaminicos de receptor H1, difenidramina (10mg/kg; 0,59+0,07) e loratadina
(10mg/kg; 0,617+0,06) e o anti-5-HT, metergolina (5mg/kg; 0,411+0,04), bem como, o
inibidor dual de histamina e serotonina, ciproheptadina (2 mg/kg; 0,354+0,10),
inibiram (p<0,05) a resposta imuno-inflamatéria, em relagdo ao grupo pré-tratado
com PBS (1,062+0,15).

A Figura 28B mostra o efeito dos estabilizadores de mastocitos sobre a
migrag¢ao de eosindfilos induzida pelo sobrenadante de CLPI de ratos sensibilizados.
O tratamento dos animais com o estabilizador de mastocitos, cetotifeno (10mg/kg;
0,375 £0,06), inibiu acentuadamente a resposta migratéria, no entanto, um outro
estabilizador bastante utilizado, cromoglicato de sodio (ou cromolina; 20mg/kg) nao
alterou a migragdo de eosindfilos, comparando-se aos animais que receberam
apenas o estimulo imuno-inflamatério, pré-tratado com PBS (1,062+0,15).

Este resultado sugere que cetotifeno parece atuar por um outro mecanismo de

acao independente de mastocitos nesta resposta.
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Figura 28 - Atividade moduladora de drogas anti-alérgicas e anti-

histaminicas na migragcdo de eosindfilos induzida por sobrenadante de
cultura de células totais da lamina prépria intestinal estimuladas com
ovalbumina (ova) de ratos sensibilizados. Painel A) Mostra que o pré-
tratamento com ciproheptadina (Cipro; 2 mg/kg; s.c.) loratadina (Lorat, 10mg/kg;
v.0.), difenidramina (Difen; 10mg/kg; s.c.) e metergoline (Meter; 5mg/kg; s.c.) 30
min antes da administragdo i.p. do sobrenadante de CLPI de ratos sensibilizados
(SobCLPl), estimuladas com ova, inibiu a migragéo de eosindfilos para a cavidade
peritoneal de ratos. Painel B) Mostra que cetotifeno (Ceto; 10mg/kg; i.p.), 30 min
antes da administracéo i.p. do SobCLPI de ratos sensibilizados, estimuladas com
ova, também inibiu essa resposta migratéria, em contrate, cromoglicato de sodio
(CromS; 20mg/kg; s.c.) ndo inibiu esse efeito. A migracdo de eosinofilos foi
avaliada 4h apos o estimulo. Os animais do grupo Controle foram pré-tratados com
0,5 ml de PBS estéril, 30 min antes do estimulo. Os resultados foram expressos
como média + EPM de 06 animais. *p<0,05 comparado ao Controle (PBS). ANOVA
— Teste de Bonferroni.
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4.2.5.3. Efeitos de drogas anti-TNFa e anti-IL-1B sobre a migragdo eosinofilica
induzida pelo sobrenadante de células da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados

Avaliando-se as drogas que inibem a sintese e/ou a agdo de TNF,
pentoxifilina e talidomida, quando administradas na cavidade peritoneal 30min antes
do sobrenadante de CLPI. Enquanto talidomida (90mg/kg; 0,64+0,03) inibiu (p<0,05)
parcialmente a migragdo eosinofilica, pentoxifiina (90mg/kg) ndo alterou essa
resposta comparando-se aos grupos que foram pré-tratados com PBS. Em adigéo, o
antagonista de receptor de IL-1 (IL-1ra; 5pg/kg) também nao inibiu essa resposta

migratéria, utilizando-se o mesmo protocolo anterior (Figura 29).

4.2.5.4. Anticorpo anti-TNF-a in vivo inibe parcialmente a atividade quimiotatica
para eosindfilos induzida por sobrenadante de células da lamina propria
intestinal de ratos sensibilizados

O anticorpo anti-TNF-a (50ug/kg) incubado por 30min com o sobrenadante de
células da lamina proépria antes da administracdo na cavidade peritoneal, reduziu
(p<0,05) parcialmente o numero de eosindfilos que migraram em resposta a
estimulagdo. No entanto, a incubagédo com o anticorpo anti-IL1B (100ug/kg) ndo
alterou a migracao eosinofilica (Figura 30). Assim, a atividade quimiotatica induzida
pelo sobrenadante de CLPI parece ser, em parte, devido a atividade de TNF, desde
que talidomida e anticorpo anti-TNF-a inibem parcialmente essa resposta.

A participagcao de TNF na migragao eosinofilica induzida pelo sobrenadante
de CLPI foi confirmada posteriormente através do teste ELISA.
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Figura 29 - Talidomida, mas nao pentoxifilina, inibe a migracao de eosinéfilos
induzida por sobrenadante de cultura de células da lamina prépria intestinal
estimuladas com ovalbumina (ova), de ratos sensibilizados. Os animais foram
pré-tratados com pentoxifilina (Pentox; 90mg/kg; sc), talidomida (Talidom; 90mg/kg;
sc), 30 min antes da administragdo i.p. de sobrenadante de de células da lamina
propria intestinal estimuladas com ova de ratos sensibilizados (SobCLPI). A
migracdo de eosindfilos foi avaliada 4h ap6s o estimulo. Os animais do grupo
Controle foram pré-tratados com 0,5 ml de PBS estéril, 30 min antes do SobCLPI.
Os resultados foram expressos como média + EPM. *p<0,05 comparado ao
Controle (PBS). ANOVA - Teste de Bonferroni.
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Figura 30 - Anticorpo anti-TNF-a in vivo, mas nao anti-IL-1pra ou anti-IL1p, inibe
a atividade quimiotatica para eosinofilos induzida por sobrenadante de cultura
de células totais da lamina prépria intestinal estimuladas com ovalbumina (ova)
de ratos sensibilizados. Os animais foram pré-tratados 30 min antes da injegéo ip
de sobrenadante de cultura de células totais da lamina prépria intestinal de ratos
sensibilizados (SobCLPI) com antagonista de receptor de IL-1pra (anti-IL-1ra; 5ug/kg;
sc). Os anticorpos anti-TNFa (50pg/kg) e anti-IL1B3 (100 pg/kg) foram incubados com
o Sob de CLPI estimuladas com ova por 30 min antes da sua administragédo na
cavidade peritoneal. A migracdo de eosindfilos foi avaliada 4h apés o estimulo. Os
animais do grupo Controle foram pré-tratados com 0,5 ml de PBS estéril, 30 min
antes do SobCLPI. Os resultados foram expressos como média + EPM de 6 animais.
*p<0,05 comparado ao Controle (PBS). ANOVA — Teste de Bonferroni.
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4.3. Avaliacao farmacoldgica da atividade dos sobrenadantes de células

isoladas da lamina propria intestinal de ratos sensibizados na migracdo de

eosinofilos

4.3.1. Resposta migratéria utilizando-se sobrenadante de células (macroéfagos,
linfécitos, mastocitos e eosinoéfilos) isoladas da lamina propria intestinal.

Com o objetivo de investigar qual a(s) célula(s) especificamente estaria(m)
envolvida(s) ou liberaria(m) fator(es) quimiotatico(s) para a migragao de eosindfilos na
cavidade peritoneal, isolou-se algumas células (macréfagos, linfécitos, mastocitos e
eosinoéfilos) da lamina proépria intestinal para avaliar de maneira direta, in vitro, sua

participagao nesse processo, através dos protocolos experimentais descritos a seguir.

4.3.1.1. Macroéfagos e linfécitos, mas nao mastocitos e eosinodfilos, da lamina
propria em cultura, estimulados com ovalbumina, liberam uma substancia
quimiotatica para eosindfilos.

A Figura 31 apresenta a resposta migratéria de sobrenadante de culturas de
macrofagos, linfécitos, mastécitos e eosindéfilos da lamina proépria do intestino de ratos
sensibilizados. Todas essas células estudadas foram estimuladas com ovalbumina in
vitro.

Observou-se que macréfagos e linfocitos liberam para o sobrenadante uma
substancia com atividade quimiotatica para eosinéfilos, desde que os sobrenadantes
dessas culturas potencializaram a resposta migratoria para a cavidade peritoneal
quando injetado em animais e avaliado 04 horas apds sua administragdo. Esta
analise foi feita comparando-se com os animais que receberam sobrenadante do pool
de células da lamina prépria (CLPI) estimuladas com ovalbumina (Figura 31) e com o

meio Dulbecco.
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Figura 31 - Efeito dos sobrenadantes de macrofagos, linfocitos, mastécitos e
eosinofilos da lamina propria intestinal, estimulados com ovalbumina (ova), de
ratos sensibilizados sobre a migracao de eosinoéfilos. Painel A) Mostra que
macroéfagos e linfécitos em cultura quando estimulados com ova (10ug/ml) liberam fatores
quimiotaticos para eosindfilos. Os sobrenadantes de macréfagos (SobM¢s) ou linfocitos
(SobLin) intestinais induziram migragao de eosindfilos para a cavidade peritoneal e essa
resposta migratéria foi aumentada quando comparada a induzida pelo sobrenadante de
células totais da lamina prépria intestinal (SobCLPIl). Painel B) Mostra que os
sobrenadantes de mastocitos (SobMast) ou eosindéfilos (SobEos) intestinais estimulados
com ova (10pg/ml) ndo induzem migracao de eosindfilos para a cavidade peritoneal e essa
resposta migratéria foi reduzida quando comparada a induzida pelo sobrenadante de células
totais da lamina prépria intestinal (SobCLPI). Os sobrenadantes foram administrados (1ml;
i.p.) em animais normais e a avaliagdo da migracdo de eosindfilos avaliada 4h apés. O
controle geral recebeu 1ml de Dulbecco i.p. Os resultados foram expressos como média +
EPM de 06 animais. *p<0,05 comparado a Dulbecco e **p<0,05 comparado ao SobCLPI.
ANOVA - Teste de Bonferroni.*
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Pelos dados apresentados foi evidenciado que macrofagos e linfocitos
liberavam fatores com atividade quimiotatica para eosinéfilos, como os macréfagos
sao as células apresentadoras de antigenos e provavelmente responsaveis pelo inicio
do processo como mostram as Figuras 2 e 3 apresentadas no inicio desse estudo,
passou-se a investigar melhor a importancia dessas células na resposta migratéria e

que mediadores liberados por macréfagos estariam envolvidos nesse efeito.

4.3.2. Modulagido farmacolégica da cultura de macrofagos da lamina propria
intestinal estimulados com ovalbumina

Os macrofagos da lamina prépria de ratos sensibilizados foram incubados com
dexametasona (10'5M), indofnetacina (10°M), metisergida (10°M), ciproheptadina
(10°M), difenidramina (10°M) e cetotifeno (10°M), 30 min antes do estimulo com
ovalbumina. O sobrenadante obtido destas culturas foi injetado i.p. em animais
normais. A avaliagdo da migracdo de eosindfilos foi feita 04 horas apés e comparada
aos animais que receberam apenas o sobrenadante obtido de macréfagos nao
incubados com blogueadores na cultura (controle). Observa-se na Figura 32 que, os
sobrenadantes obtidos das culturas incubadas com dexametasona (0,43%0,11),
indometacina (0,46+0,07), metisergida (0,31+£0,02), ciproheptadina (0,57+0,04) e
difenidramina (0,57+0,07) inibiram (p<0,05) a migragéo de eosindéfilos para a cavidade
peritoneal de ratos normais, induzida pelo sobrenadante de M¢s, comparados ao
controle (1,45+0,14), com excecdo de cetotifeno, que n&o inibiu essa resposta tendo
inibido anteriormente a resposta migratéria induzida por sobrenadante de células
totais da lamina propria. Esta inibigdo foi maior no grupo que recebeu sobrenadante
pré-incubado com metisergida. Estes resultados indicam que o efeito inibidor destes
farmacos ocorre, possivelmente, sobre a liberagéo da substancia quimiotatica para o
sobrenadante, visto que inibiram quando incubados diretamente com as células na

cultura.
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4.3.3. Efeito do tratamento in vivo com moduladores farmacolégicos sobre a
migracao de eosindéfilos induzida pelo sobrenadante de macréfagos da lamina
prépria de ratos sensibilizados

O pre-tratamento dos ratos com montelucaste sédico (10mg/kg, Vv.o.;
0,57+0,01), mas ndo com WEB 2086 (20mg/kg, s.c.; 0,87+0,11), inibiu a migracao
eosinofilica induzida por sobrenadante de macréfagos, estimulados com ovalbumina,
de ratos sensibilizados quando os resultados foram comparados ao controle

(1,40+0,20) que recebeu apenas o sobrenadante de macréfagos (Tabela 14).

Tabela 14 — Efeito de drogas anti-inflamatérias sobre a migracdo de eosinoéfilos
induzida pelo sobrenadante de macréfagos intestinais, estimulados com
ovalbumina, de ratos sensibilizados.

N° de Eosinofilos x

Tratamento ) 1_06 L Efeito
n®  (Média + EPM") Farmacolégico
Controle (Sob de M@s) _ 7 1,40 + 0,20 Sobrenqdante de cultura de
macréfagos intestinais
WEB 2086 (20mg/kg, s.c.) 5 0,87 £0,11 Antagonista do PAF
Montelucaste (10 mg/kg, v.0.) 5 0,57 +0,01* Antagonista de receptor de

cistenil-leucotrienos (cisLT1)

2 n: nimero de animais por grupo
b EPM: erro padrao da média

* P<0,05 (ANOVA, teste de Bonferroni), comparado ao grupo Controle
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Figura 32 — O sobrenadante de macréfagos de ratos sensibilizados isolados
da lamina propria intestinal estimulados com ovalbumina (ova) induziu
migracao de eosinofilos na cavidade peritoneal de ratos. Essa resposta
migratoria foi inibida por dexametasona, indometacina, ciproheptadina,
metisergida, difenidramina mas nao por cetotifeno. Macréfagos intestinais de
ratos sensibilizados foram estimulados com ova (1 JJg/m|) durante 60 min ou pré-
incubados por 30 min com dexametasona (Dexa; 10°M), indometacina (Indo; 10 2
cetotifeno (Ceto; 105M) ciproheptadina (Cipro; 10°M), metisergida (Metis; 107°)
difenidramina (Difen; 10°) ou apenas o meio Dulbecco antes da adigdo do estimulo
ova. Painel A) Mostra que Dexa e Indo inibiram a migragao eosinofilica induzida por
sobrenadante de macrofagos (SobM¢s). Painel B) Mostra que a migragao eosinofilica
induzida por SobM¢s foi inibida por Cipro, Metis, Difen, mas ndo por Cetotifeno. Os
sobrenadantes foram administrados i.p. em animais normais e a avaliagdo da migragédo
de eosindfilos foi realizada 4h-apés. Os animais controles receberam apenas o SobM¢s
estimulados com ova sem pré-incubagédo com inibidores. Resultados expressos como
média + E.P.M. de 06 animais. *p<0,05 comparado a Controle. ANOVA - Teste de
Bonferroni.

118



Através dos dados da Figura 31 observou-se que mastdcitos e esoindfilos ndo
liberavam fatores quimiotaticos para eosindfilos e provavelmente modulavam
negativamente essas resposta, de forma que o sobrenadante da cultura de
macroéfagos ou linfécitos isolados tiveram uma resposta migratéria potencializada em
relagdo a induzida por sobrenadante de células totais intestinal. A partir desses
dados, levantou-se a hipétese de que eles modulavam negativamente a resposta
migratéria, entdo resolveu-se investigar melhor esse possivel efeito inibitorio sobre a
migracéo de eosindfilos, como descrito a seguir, os sobrenadantes foram testados

através de combinagdes in vivo (item 4.3.4) e in vitro (4.3.5.)

4.3.4. O pré-tratamento dos animais com os sobrenadantes de mastécitos ou
eosindfilos da lamina prépria de ratos sensibilizados, mas nao de linfocitos,
estimulados com ovalbumina inibiu a atividade quimiotatica para eosindfilos
induzida pelo sobrenadante de macréfagos.

Os sobrenadantes obtidos das culturas de mastécitos ou eosindfilos,
estimulados com ovalbumina, de ratos sensibilizados, administrado i.p. em ratos
normais, 30 min antes da injecdo do sobrenadante de macrofagos, reduziu a
atividade estimuladora da migragao de eosindfilos induzida por sobrenadante de
macroéfagos, o0 mesmo nao ocorreu com sobrenadante de linfocitos (Figura 33). Estes
dados foram comparados ao grupo que recebeu o sobrenadante de macréfagos
estimulados com ovalbumina sem prévio tratamento com sobrenadante de linfécitos,
mastécitos e eosinofilos ou ao que recebeu o Sob de CLPI e avaliados 04 horas apos
a administragao i.p. do estimulo inflamatério. Este resultado leva a suposigcéo de que
linfécitos também liberam mediador(es), com efeito, quimiotatico para migracdo de
eosinéfilos no modelo da cavidade peritoneal, que poderiam ser responsaveis, em
parte, pela resposta migratéria do Sob das CLPI, ou seja, parece que macrofagos e
linfécitos sao responsaveis bela resposta migratéria, tendo os macréfagos maior

participagao.

4.3.5. Efeito da incubagdo da cultura de macrofagos estimulados por
ovalbumina com o sobrenadante de linfocitos, mastdcitos ou eosinéfilos de
culturas também estimuladas com ovalbumina

Quando os macroéfagos estimulados com ovalbumina, foram pré-incubados (30

min antes do estimulo) com o sobrenadante de linfocitos, mastdcitos ou eosindfilos de
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culturas também estimuladas com ovalbumina (Figura 34) e injetados na cavidade
peritoneal de ratos normais, observou-se que o resultado foi semelhante ao
encontrado no item anterior, ou seja, o sobrenadante de linfécitos nao alterou a
resposta migratéria, enquanto, sobrenadante de mastécitos e eosindfilos inibiram a

migracgao eosinofilica induzida por sobrenadante de macréfagos.
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Figura 33 - O sobrenadante de mastécitos e eosinofilos da lamina prépria
intestinal estimulados com ovalbumina (ova), mas nao de linfécitos, inibem a
atividade quimiotatica para eosinéfilos induzida por sobrenadante de
macréfagos estimulados com ova®. O sobrenadante (Sob) liberado de linfécitos
(L), mastocitos (M) e eosindfilos (E) intestinais, estimulados com ovalbumina foram
injetados i.p. in vivo em ratos normais, 30min antes da administracéo i.p. do Sob de
macréfagos (SobM®) também estimulados. O sobrenadante de mastdcitos e
eosindfilos da lamina prépria intestinal estimulados com ovalbumina (ova), mas néo
de linfécitos, inibem a atividade quimiotatica para eosinéfilos induzida pelo
sobrenadante de macréfagos estimulados com ova. Os resultados foram expressos
como media média + E.P.M. de 06 animais. *p<0,05 comparado ao grupo SobM®).
ANOVA - Teste de Bonferroni. * Protocolo de combinagdo de Sobs nos animais da
migragao
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Figura 34 - O sobrenadante de mastocitos ou eosinéfilos intestinais
estimulados com ovalbumina (ova), mas nao de linfécitos, reduz a atividade
quimiotatica para eosindfilos induzida pelo sobrenadante de macréfagos
estimulados com ova?. O sobrenadante (Sob) liberado de linfocitos (L),
mastécitos (M) ou eosindfilos (E) intestinais, estimulados com ovalbumina foram
adicionados a cultura de macréfagos, mantidos por 30min, seguido da adigdo do
estimulo ovalbumina e incubado por 60min adicionais. Os sobrenadantes das
culturas de macréfagos (SobM®), pré-incubados in vitro com Sob de linfocitos
(Sob(L+M®) ou de mastdcitos (Sob(M+M®) ou de eosindfilos (Sob(E+ M®)), foram
administrados i.p. em animais normais e a migracdo de eosindfilos avaliada 4h
apos. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de 06 animais. *p<0,05
comparado ao grupo SobM®. ANOVA — Teste de Bonferroni. # Protocolo de
combinagao de Sobs na cultura de células
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4.4. Anadlise dos sobrenadantes de macréfagos, mastécitos e eosinéfilos de
ratos sensibilizados estimulados com ovalbumina, para investigar a presenca
de TNF-a e IL-1B por meio de ELISA.

Através da analise dos sobrenadantes observou-se que houve aumento das
citocinas IL-1p e TNFa liberados por macréfagos estimulados com ovalbumina de
ratos sensibilizados, comparando-se ao controle (ratos normais). Dexametasona
inibiu significativamente (p<0.05) essa resposta para TNF, mas nao para IL-1p
(Figura 35).

Também foi observado que IL-1B liberada por eosinofilos de ratos
sensibilizados (RS) foi significativamente reduzida em relagdo a liberada por
macréfagos de RS e também reduzida em relagdo a liberada por eosindfilos de ratos
normais (controle), bem como, a IL-1p liberada por mastécitos de ratos sensibilizados
foi parcialmente reduzida, mas ndo de forma significativa, em relagéo a liberada por
macréfagos. Em adi¢cdo, houve redugao significativa de IL-1B e TNF liberadas por
mastécitos de ratos sensibilizados em relagdo a mastécitos de ratos normais
(controle). Em relagéao a linfocitos ndo houve nenhuma diferenga significativa para

ambas as citocinas.
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Figura 35. Analise do sobrenadante de macréfagos intestinais de ratos
normais (SobM®-RN) ou sensibilizados (SobM®-RS) estimulados com
ovalbumina, para avaliar os niveis de TNF-a e IL-1B por ELISA, liberados para
o sobrenadante. Os dados mostram que macréfagos da lamina propria intestinal
estimulados com ovalbumina (10pg/ml) liberam TNF-a (A) e IL-1B (B) para o
sobrenadante. Também foi testado o SobM®s de ratos sensibilizados que foi pré-
incubado em cultura, com dexametasona (Dexa; 10°M). Dexa inibiu os niveis de
TNF-a, mas nao de IL-1B em cultura de M®s. Os dados estao apresentados como
media + EPM e foram analisados por ANOVA (método de Bonferroni). *p<0,001
para os niveis de TNF-a (A) e *p<0,01 para IL-18 (B) liberados para o
sobrenadante de M®s de ratos sensibilizados (SobM®-RS) comparado ao
sobrenadante de M®s de ratos normais (SobM®-RN; Controle). **p<0,05
comparado ao SobM®-RS no painel A. “n” indica o nimero de amostras medidas
em duplicata. :

124



5. DISCUSSAO

Urge ao homem “ter um coragdo que veja” o que os olhos e a razdo
ndio conseguem enxergar. Para tanto, ele precisa conectar-se com o Eterno
que habita no mais profundo de si mesmo.

Santo Agostinho
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5. Discussao

5.1. Discussao dos resultados referentes a atividade pré-inflamatéria de
ovalbumina em ratos sensibilizados no modelo de edema de pata

Nossos resultados demonstraram um potente efeito pré-inflamatério de
ovalbumina no modelo de edema de pata de ratos sensibilizados com ovalbumina.

Também demonstram claramente que o edema imune nao parece ser
dependente do metabolismo do acido araquidénico, desde que tanto o inibidor de-
cicloxigenase, indometacina, como o inibidor de 5'-lipoxigenase, MK-886, e
antagonista de PAF, WEB 2086 ou a combinagdo de indometacina + MK-886 +
cetotifeno n&o exerceram nenhuma inibicdo significante neste edema, quando
testados em doses comumente usadas. Por outro lado, dexametasona apresentou
uma potente inibigdo no edema.

O efeito inibitério de dexametasona no edema de pata induzido por ovalbumina
em ratos sensibilizados provavelmente nao esta relacionado com a formacédo de
eicosanoides, desde que as drogas que bloqueiam as vias de cicloxigenase e
lipoxigenase foram ineficazes. Varios efeitos de glicocorticoides podem ser explicados
pela sua capacidade de bloquear a liberagao de mediadores quimiotaticos, como os
metabodlitos do acido araquidénico e/ou citocinas com propriedades inflamatérias
(DINARELLO, 1991, DA MOTTA et al., 1994). Esse efeito inibitdério de dexametasona
sobre o edema alérgico pode resultar, pelo menos em parte, na inibicao da liberagdo
de citocinas inflamataérias. Por outro lado, varios estudos indicam que ha um aumento
de expressdo das moléculas de adesdao na inflamagédo alérgica, as quais
desempenham um papel critico na patogénese da inflamacao alérgica (JAHNOVA et
al., 1998). Yamaki et al. (1998) sugeriram que o “rolling” dos leucécitos foi sensivel ao
tratamento com glicocorticoide, possivelmente através da inibicado de expressao ou
fungéo de ligantes de leucécitos, P-selectinas.

Embora difenidramina tenha uma ac¢ado anti-H1 bem estabelecida, seu efeito
anti-edematogénico em ratos sensibilizados nao deve ser necessariamente associado
com esta propriedade, desde que meclizina (anti-H1 classico) nao inibiu o edema,
assim, histamina parece nao esta envolvida nessa resposta edematogénica. O fato de
meclizina nao ter bloqueado o edema nao foi surpreendente, desde que histamina
nao &€ um mediador importante na permeabilidade vascular em ratos (WILHELM,
1962). Tromp et al. (1998) investigaram o papel de mastocitos e histamina em

interacdes leucocito-endotélio em quatro linhagens de rato: Brown Norway, Lewis,
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Sprague-Dawley e Wistar. Em ratos Sprague-Dawley a administracdo topica de
histamina (10* M) resultou em um aumento significativo no nivel de “rolling” de
leucéeitos e numa diminuigdo na velocidade do “rolling” comparada com o tempo
controle. Histamina induziu adesdo de leucdcitos somente na linhagem Brown
Norway.

Estudos tém dividido os anti-histaminicos em duas classes: os compostos que
liberam histamina e serotonina de mastocitos isolados de cavidade peritoneal de rato
e aqueles que inibem a liberagdo desses mediadores por composto 48/80 (MALING
et al, 1974). Também tém sido investigado outros possiveis efeitos dos anti-
histaminicos. Difenidramina, por exemplo, parece ser efetiva em inibir a recaptagdo
de serotonina (YEH, 1999). Maling et al. (1974) mostraram que difenidramina inibe o
edema induzido pela serotonina em ratos. Assim nés especulamos um possivel efeito
desta droga na inibi¢cdo da recaptagdo ou na deplegéo de serotonina.

Serotonina (5-HT) & uma amina que ocorre naturalmente com efeitos principais
em uma variedade de fun¢des importantes do corpo (LEE; WU, 2000). Estudos
importantes relativos a serotonina foram focalizados em respostas vasculares e
inflamatérias. Owen (1977) demonstrou que a administracdo de serotonina na
superficie plantar da pata de rato causou edema com um notavel extravasamento de
albumina. Serotonina também foi importante em induzir extravasamento de plasma
como resultado da formagdo de edema em outros modelos (PIERCE et al., 1995;
WANG et al., 1996). Em adicdo, ciproheptadina, € uma droga que apresenta alta
afinidade para receptores do tipo 2 (5-HT2) (HONRUBIA et al., 1997). Honrubia et al.
(1997) mostraram que a atividade de derivados de ciproheptadina nos receptores 5-
HT2 esta relacionada a suas caracteristicas moleculares, que torna favoravel uma
disposicdo comum para interagir com todos os trés subtipos de receptores 5-HT2 (5-
HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C).

Desde que metisergida, antagonista primariamente 5-HT tipo 2 (5-HT2)
(LISTON et al., 1999) e ciproheptadina, anti-H1/5-HT2 (WOLF; SCHUNACK, 1996;
HONRUBIA et al., 1997) inibiram eficazmente o edema podemos sugerir que
serotonina pode ser um mediador importante na formagao do edema induzido por
ovalbumina em ratos sensibilizados, sendo o sitio de ligagao o receptor 5-HT2.

Por outro lado, os estabilizadores de mastécitos como cromolina (cromoglicato
de sddio) e cetotifeno, apresentaram leve ou nenhum efeito sobre o edema. O pré-
tratamento com cromoglicato de sédio influenciou ligeiramente a atividade de

mastocitos. Os resultados mostraram que cromoglicato de sédio na mais baixa dose
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(5 mg/kg) ligeiramente e temporariamente (2h) aumentou o edema, enquanto a mais
alta dose (20mg/kg) reduziu o edema somente em ratos mais jovens (cerca de 130g).
A agéo de cromoglicato de sédio na inflamagao permanece incerta. Esta droga inibe a
degranulagdo de mastécitos e pode ter efeito direto sobre as células inflamatérias.
Shida (1996) sugere que cromoglicato de sodio provavelmente, nao especificamente,
se liga a superficie de células importantes incluindo mastocitos e eosinodfilos. Em
adicdo, alguns estudos sugerem que esse farmaco diminui a ativacdo celular
(BUSINCO; CANTANI, 1990; JAHNOVA et al., 1998). No presente estudo, o efeito
estimulatorio em dose mais baixa sugere que mastocito pode ter um efeito inibitério
jovens pode ser devido a um efeito direto em células imuno-inflamatérias imaturas, ou
devido a um outro mecanismo desconhecido.

O composto 48/80 é conhecido como um indutor potente de degranulagéo de
mastécitos do tecido conjuntivo e, portanto, da liberagdo de histamina e outros
mediadores quimicos que sdo responsaveis por sintomas de anafilaxia (GUO et al.,
1997). Neste trabalho, o edema induzido por ovalbumina foi potencializado através de
tratamento subcrénico com composto 48/80, assim, reforca o efeito inibitoério de
mastocitos sobre o edema.

A analise histologica da pata traseira quatro horas apds o estimulo da pata,
mostrou uma intensa infiltracdo de neutroéfilos e eosindéfilos na hipoderme das patas
injetadas com ovalbumina em ratos sensibilizados. Considerando que o estimulo com
ovalbumina, leva a migracdo de neutrofilos e eosindfilos para os tecidos
extravasculares, foi avaliada a contribuicdo da migragcdo de leucécitos no
desenvolvimento do edema alérgico.

Ja foi evidenciado que'o TNFa induz a migracdo de neutréfilos na inflamagéo
imune (CANETTI et al., 2001). Assim, nés investigamos a possibilidade do TNFa ser
responsavel pela atividade quimiotatica para neutréfilos nesse estudo. Para tanto,
foram utilizados os agentes anti-TNF: pentoxifilina, talidomida e clorpromazina, essa
ultima droga apresenta multiplas agoes.

Pentoxifilina € uma droga derivada de metilxantina que tem sido usada ha mais
de vinte anos no tratamento da doencga vascular periférica. Pentoxifilina € um potente
inibidor da secre¢ado de TNFa, in vitro e in vivo, e tem demonstrado ser eficaz no
tratamento de determinadas doengas humanas e animais (POLLICE et al., 2001).

Além disso, talidomida exerce .sua agdo inibitéria sobre TNFa por aumentar a
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degradagao de RNAm (MOREIRA et al., 1993). No presente estudo, os agentes anti-
TNF, talidomida e pentoxifilina, foram ineficazes em inibir o edema induzido por
ovalbumina.

Adicionalmente, neste estudo véarias doses de clorpromazina (inibidor da
sintese de TNF e implicado em diversas outras fungdes) foram usadas, visando
explorar melhor, neste modelo especifico, os novos dados da literatura sobre os
efeitos antiinflamatdrios desse farmaco. Foi observada uma potente inibicéo por esta
droga em todas as doses testadas. Nas doses mais elevada (9 e 18 mg/kg), a
clorpromazina produziu uma redugéo altamente significativa no efeito edematogénico.

A clorpromazina, um derivado da fenotiazina, possui propriedades
antiinflamatérias, inibindo a sintese de TNFa e a reabsorgéo éssea (DE LIMA et al.,
2000). Em adigdo, os efeitos anti-serotoninérgicos de clorpromazina sobre os
receptores S5HT2 ja & bem caracterizado (NISIJIIMA et al., 2001). Trichard et al.
(1998) sugerem um nivel elevado de bloqueio 5-HT2A com doses elevadas de
clorpromazina. Entretanto, as propriedades anti-histaminicas de clorpromazina séo
menos conhecidas.

Os dados acima sugerem que o fator responsavel pela indugdo de migragéo
celular é diferente de TNF, desde que talidomida e pentoxifilina nao inibiram o edema
imune. Uma inibi¢ao significante foi observada por clorpromazina, em todas as doses
usadas (1, 3, 9 e 18 mg/kg), contudo essa droga, além da agéo anti-TNF, apresenta
varias outras agdes importantes, dentre elas os efeitos anti-serotoninérgicos sobre os
receptores SHT2.

Em resumo, o presente trabalho mostra que o fato de indometacina, MK-886,
NDGA e WEB 2086 nao inibirem esse edema alérgico, indica que a acgdo de
dexametasona parece nao ser via fosfolipase A2, mas possivelmente devido a
sintese e/ou atividade inibitéria de citocinas proé-inflamatérias ou via inibigdo de
expressao ou de fungdo de moléculas de adesdo. Nossos resultados sugerem que o
edema anafilatico nesse modelo de pata de rato seja independente da acdo de
histamina. A inibicdo do edema atraves de difenidramina, mas nao através de
meclizina (anti-H1 classico), pode sugerir um mecanismo diferente para essa droga
independente do efeito anti-histaminico. Assim nés especulamos que serotonina
parece ser largamente responsavel pelo edema imunolégico em rato, através dos
receptors 5-HT2, bem como, um possivel envolvimento de outros mediadores,

provavelmente citocinas.
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5.2. Discussado dos resultados referentes aos efeitos dos sobrenadantes de
células da lamina prépria intestinal de ratos sensibilizados com ovalbumina
sobre a migragao de eosindfilos

O sistema imune da mucosa intestinal ocupa importante posicdo em relagéo a
decisdes que diz respeito a resposta do hospedeiro a antigenos entéricos que sdo
apresentados. Este processo de tomada de decisdo de escolher a fungao efetora
apropriada envolve um intercambio complexo entre diversos tipos de células
presentes na mucosa intestinal, como macréfagos, linfécitos, mastécitos e eosinoéfilos.
Dentre essas células, os macréfagos e mastécitos sdo tipos imunocompetentes
capazes de sintetizar e secretar uma ampla variedade de mediadores, tais como:
metabdlitos do acido araquidénico, oxidantes e citocinas, que podem afetar o epitélio
direta ou indiretamente (McKAY; PERDUE, 1993; PERDUE; McKAY, 1994; ROCHA
et al., 1998; ROCHA et al., 2000).

Atualmente, tem se tornado cada vez mais evidente que a habilidade de
determinadas células da lamina prépria intestinal em produzir mediadores pré-
inflamatérios &€ extremamente importante na infiltragdo celular (migragao celular),
lesdo tecidual, ulceracdo, secrecdo e motilidade intestinal. N&o obstante, a
compreensdo da complexa interagdo dessas células com seus mediadores, ainda,
precisa ser melhor investigada.

Nesse estudo, inicialmente realizamos o isolamento das células totais da
lamina prépria intestinal (CLPI) de ratos sensibilizados ou ndo, conforme protocolo
descrito nos Materiais e Métodos. Apds obtencao dessas células fez-se um estudo
inicial para avaliar se o sobrenadante obtido de células totais da lamina prépria
intestinal estimuladas com ovalbumina apresentava algum efeito sobre a migragao de
leucécitos (neutréfilos, mononucleares, eosinéfilos e mastdcitos) em cavidade
peritoneal de ratos. Dessa forma, observou-se que havia um fator no sobrenadante
de CLPI de ratos sensibilizados que apresentava efeito quimiotatico para eosinéfilos
quando injetado na cavidade peritoneal de ratos normais (ndo sensibilizados) e que
no tempo de 4 h pés-estimulo havia diferenga significativa em relagdo aos pseudo-
sensibilizados (controle). Contudo quando se aumentou o tempo de estimulo
observou-se que o sobrenadante de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados também
induzia migragao de eosindfilos para a cavidade peritoneal de ratos. Em ambos os
casos o0 pico maximo de migracgao foi atingido no tempo de 24 h apds os estimulos.

Esses dados sugerem que a sensibilizacdo per si dos ratos antecipa a resposta

130



migratéria de eosindfilos. Por isso o tempo de 4 h para o estimulo na cavidade
peritoneal foi utilizado em todos os experimentos de nosso estudo.

Com base nessas informagdes, foi planejado um rastreamento farmacolégico,
através da utilizacdo de varios bloqueadores farmacolégicos e alguns anticorpos
monoclonais especificos, na tentativa de investigar que mediadores estariam
envolvidos nessa resposta ou mais especificamente qual(is) mediador(es) seria(m)
responsaveis pela atividade quimiotatica para eosinoéfilos, presente no sobrenadante
(Sob) das células totais da lamina prépria intestinal (CLPI) estimuladas com
ovalbumina, de ratos sensibilizados.

Utilizamos inicialmente os antiinflamatérios classicos. Observou-se que
dexametasona inibiu a migragdo eosnofilica induzida por sobrenadante de CLPI
estimuladas com ovalbumina, de ratos sensibilizados. Esse efeito inibitério de
dexametasona pode ser explicado pelo bloqueio de metabdlitos do acido
araquidénico, em especial leucotrieno B4 e PAF, e pelo bloqueio na liberagédo de
fatores quimiotaticos, sobretudo citocinas liberadas pelo estimulo inflamatério
(ROCHA et al., 1997)

Glicocorticoides sédo importantes reguladores da fungédo imune. Ja sdo bem
conhecidas suas fungdes antiinflamatérias e na inibicdo da resposta auto-imune,
como também, sua habilidade em induzir apoptose em timoécitos imaturos. Porém,
muitos de seus efeitos na imunidade foram derivados de estudos in vitro em células
imunes, bem como, de efeitos in vitro e in vivo de glicocorticoides sintéticos, ambas
as situagbes podem nao representar os efeitos complexos manifestadas por
esteréides enddégenos adrenal in vivo. Como resultado, as agdes de glicocorticoides
na fungdo imune tém sido baseada nas suas agdes imunosupressoras. Uma visao
mais precisa de glicocorticoides endogenos é que eles sdo moduladores sutis e
complexos da fungdo imune, ndo somente devido as suas respostas na inflamacao e
autoimunidade, mas também, estimulando e inibindo as respostas imunes do
hospedeiro e influenciando na suscetibilidade das doengas e na sua progressao
(BRUCE et al, 1997).

Dando prosseguimento a modulagdo farmacolégica, observou-se que
quinacrina, um inibidor de fosfolipase A2, indometacina, um inibidor preferencial da
enzima cicloxigenase-1 (COX-1), montelucaste sédico, antagonista de receptor cis-
leucotrieno-1, WEB 2086, antagonista do PAF, bloquearam potentemente a migragao
eosinofilica induzida pelo sobrenadante de cultura de células totais da lamina propria

intestinal de ratos sensibilizados. Em contraste, NDGA, um inibidor duplo da ciclo e
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lipoxigenase, com acéo preferencialmente sobre a lipoxigenase, e meloxicam, um
inibidor mais seletivo de cicloxigenase-2 (EBERHART; DUBOIS, 1995), ndo inibiram a
migracéao eosinofilica. Estes resultados sugerem que prostaglandinas, fator ativador
de plaquetas (PAF), leucotrienos, desempenham importante papel na fisiopatologia
da alergia intestinal induzida pelo sobrenadante de células do sistema imune
intestinal.

O bloqueio acima descrito indica que os metabdlitos do acido araquidénico
estdo envolvidos no processo. Este fato foi confirmado pela redugdo da migragdo
eosinofilica pela agdo da dexametasona, a qual inibe a formagido de derivados
eicosandides através da formagdo de lipocortina e, conseguinte, bloqueio da
fosfolipase A2 (BERSCHNEIDER et al., 1992).

Vale salientar o carater imunoinibitorio de muitas das acgbes das
prostaglandinas como a supressao funcional de células T auxiliares e células B e a
inibicdo da producéo de IL-1 (ABRAMSON; WEISSMANN, 1989). Estas células e este
mediador (IL-1) apresentam importante papel na inflamagdo. Nesse contexto, vale
reforcar que a indometacina, promoveu um potente bloqueio na migragao eosinofilica,
mostrando, assim, que o referido sobrenadante atua por um mecanismo, dependente,
pelo menos em parte, da sintese de prostaglandinas. Assim, baseando-se nesses
resultados sugere-se que a indometacina e, provavelmente, seus analogos podem
ser uteis no tratamento das doengas inflamatérias alérgicas.

Em adicao, a prostaglandina D2 (PGD2) é o principal prostanéide envolvido na
reacdo alérgica e seu papel nessa resposta inflamatéria ainda esta sendo
investigado. GERVAIS et al. (2001) sugerem que PGD2 controla as fungbes de
eosinodfilos através de dois receptores (DP e CRTH2) farmacologicamente distintos
com fungdes independentes, e ambos sédo detectaveis em eosindfilos circulantes. Os
autores demonstraram que o blogqueio dos efeitos mediados por PGD2 pode reduzir a
lesdo causada por eosindfilos durante uma resposta alérgica, no entanto, parece ser
requerida a inibicao de ambos os receptores para que haja esse bloqueio. Mais
recentemente, Monneret et al. (2003) demonstraram que PGD2 € o Unico prostanodide
que ativa eosindfilos humanos nas reagbes alérgicas, através de dois receptores: o
tipo DP2 e o receptor/quimiotatico expresso sobre células T helper (Th2) - CRTH2.
Ainda vale ressaltar que a PGD2 apresenta efeitos pré- e anti-inflamatérios via adenil-
ciclase acoplada a receptores do tipo DP1.

Os antiinflamatérios nao-esterdides (AINES) sdo farmacos que compreendem

um grupo heterogéneo de compostos que compartiham determinados efeitos
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terapéuticos, agindo como analgésicos, antipiréticos e antiinflamatérios. Propés-se
também que as AINEs inibam diretamente a ativagdo e fungéo dos neutréfilos através
da inibicdo de processos associados a membrana celular, independentemente do
blogueio da sintese de prostaglandinas (ABRAMSON; WEISSMANN, 1989).

Em estudos do trato gastrointestinal humano pouca ou nenhuma proteina ou
atividade COX-2 tem sido demonstrada, enquanto abundante proteina e atividade
COX-1 tem sido observada (SAKAMOTO, 1998). Estudos demonstraram a presencga
de COX1 no TGI, do esc“;fag.o ao colon, e uma expressdao de COX2 muito menor
(SEIBERT, 1994), sendo a COX1 responsavel pela maior quantidade de
prostaglandinas gastrointestinais (SAKAMOTO, 1998).

Na resposta imuno-inflamatéria ha uma complexa integragédo envolvendo
endotélio vascular, moléculas de adesao celular (selectinas), de adesao intercelular 1
(ICAM-1) e de adesdo de célula vascular 1 (VCAM-1) bem como integrinas
leucocitarias, plaquetas e macréfagos, além de moléculas inflamatérias soluveis e
mediadores neuroendoécrinos. Nesse amplo contexto, algumas AINEs podem inibir a
expressdao de parte dessas moléculas de adesdo celular (DIAZ-GONZALEZ,
SANCHEZ-MADRID, 1998).

O recrutamento de células inflamatérias aos sitios de injuria envolve a
participacdo de mediadores sollveis, de agdo quimiotatica, quais sejam, PAF,
leucotrienos e citocinas que serdo descritas mais adiante. Nesse estudo, houve um
potente bloqueio da migragdo eosinofilica por montelucaste sddico, antagonista
especifico de receptor cisLT1.

Varias substancias que inibem a formacgéo ou a agédo dos leucotrienos tém sido
identificadas, caracterizadas e testadas em varias pesquisas clinicas. Estas drogas
agem de duas maneiras: inibindo a sintese de leucotrienos através da redugéo da
atividade da proteina ativadora da 5-lipoxigenase (FLAP) ou do blogueio da propria 5-
lipoxigenase (5-LO), ou antagonizando -a a¢éo dos cisteinil-leucotrienos (cisLTs) em
seus receptores cisLT1 (DRAZEN, 1997). O sufixo “lucaste” tem sido usado para
designar os antagonistas de receptores cisLT1. Montelucaste e zafirlucaste s&o
potentes antagonistas de receptores cisLT1, com afinidade duas vezes maior para os
receptores quando comparados aos seus ligantes naturais LTC4, LTD4 e LTE4. Por
razdbes ainda ndo esclarecidas, os antagonistas dos receptores cisLT1 tém se
mostrado mais potente que os inibidores da prépria 5-LO ou da atividade da FLAP.

Embora atuem em locais distintos na cascata de formagéo e agéo dos leucotrienos,

133



acredita-se que eles nao propiciem beneficio terapéutico aditivo, se usados
simultaneamente.

Estudo recente revelou que o montelucaste reduz a concentragido de
leucotrienos no trato respiratério de criangas com asma persistente, ao mesmo tempo
em que promove redugao da concentragdo de proteina catidnica eosinofilica (ECP) e
melhora clinica. Isto ndo ocorreu quando as mesmas criangas foram tratadas com
cromoglicato sédico (VOLOVITZ et al., 1999). A diminuigdo da concentragido de
leucotrienos nas vias respiratérias provavelmente deve-se a redugdo do influxo de
eosinodfilos provocada por esse composto. A agéo antiinflamatéria do montelucaste foi
demonstrada recentemente, através da redugéo do 6xido nitrico exalado por criangas
asmaticas (BISGARD et al., 1999). Em adicédo, IHAKU et al. (1999) demonstraram
que montelucaste diminue: a resposta pulmonar a antigenos, eosinofilia tecidual e o
namero de células que expressam RNAm de IL-5, sugerindo que leucotrienos pode
também regular a resposta alérgica modulando a inflamagao através da sintese de
citocinas.

Os eosindfilos constituem uma das principais fontes celulares de cisteinil-
leucotrienos na inflamacgao alérgica. Os mecanismos envolvidos no recrutamento de
eosinofilos por cisteinil-leucotrienos permanecem ndo definidos. Fregonese et al.
(2002), demonstraram que LTC4, LTD4 e LTE4 (0,1-10 nM) induziram quimiotaxia de
eosinofilos de forma dose-dependente, sendo que montelucaste (0,01 nM a 10 nM),
anti-cisLT1, significativamente inibiu a expressao de molécula de adesao (Mac-1) e a
migracao de eosinoéfilos induzidas por LTC4, LTD4 e LTE4. Em contraste, o farmaco
montelucaste ndao afetou a expressdo de Mac-1 ou migracdo celular quando
eosinodfilos foram estimulados “por ativadores nédo especificos”, tais como fMLP ou
Cbha.

Existem evidéncias mostrando que antagonistas de receptor cisLT1 possuem
propriedades anti-inflamatorias in vivo em vias aéreas de asmaticos. Embora o
mecanismo exato de agéo ainda seja desconhecido, cisLTs deve regular a resposta
celular envolvida na inflamagdo alérgica. TSUCHIYA; SAKAMOTO (2002)
demonstraram que LTD4 aurﬁenta a adesao de eosindfilos em placas de cultura de
tecidos, aumentando a expressao de moléculas de CD11b e de CD18 sobre a
superficie de eosindfilos. E que o aumento de adesado induzido por LTD4 foi

bloqueado por pranlucaste, um antagonista de receptor cisLT1, e por um anticorpo
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anti-B2 integrina. Os resultados sugerem que LTD4 diretamente aumenta a
propriedade adesiva de eosindfilos via receptor cisLT1 e B2 integrina.

Nesse estudo também foi avaliada a participacdo de aminas vasoativas
(histamina e serotonina) na migragéo eosinofilica induzida por sobrenadante de CLPI.
Para tanto, os ratos utilizados no modelo de migragdo foram pré-tratados com
antagonista dual de receptores de histamina/serotonina (anti-H1/5-HT2;
ciproheptadina), antagonistas de receptor de histamina (anti-H1; loratadina e
difenidramina) e antagonista de receptor de serotonina (anti-5-HT2; metergolina)
(FEITOSA et al., 2002). Os dados deste protocolo experimental mostraram que a
ciproheptadina e metergolina reduziram potencialmente a migragdo, enquanto
loratadina e difenidramina reduziram parcialmente essa resposta. Assim, sugere-se o
envolvimento das aminas vasoativas, histamina e serotonina, na migracéo eosinofilica
induzida por sobrenadante de CLPI de ratos sensibilizados. Apesar de ambas
participarem do processo, a serotonina parece ser mais importante do que a
histamina na migracao eosinofilica induzida por CLPI de ratos sensibilizados, tendo
em vista que o bloqueio foi maior quando foram utilizadas as drogas anti-5HT2.

A histamina é um importante mediador nas fungbes circulatérias e
gastrointestinal, na neurotransmissao e outras fungées do cérebro. Existem quatro
diferentes receptores para mediar seus varios efeitos biolégicos (H1, H2, H3 e H4).
Os receptores H1 e H2 sé6 expressos sobre muitas células do sistema imune
incluindo células dendriticas, células T e B, monécitos e eosindfilos. O receptor H4 é
expresso sobre mastdcitos, baséfilos e eosinéfilos (KINET, 2002).

Vale salientar que difenidramina inibiu a migracdo na dose de 10mg/kg,
contudo nao alterou a resposta quando usada na dose de 50mg/kg. Por isso, sugere-
se que difenidramina em doses mais baixas (10mg/kg) tem acido anti-histaminica
enquanto em doses maiores (50mg/kg) parece ter efeito sobre a inibicdo de

recaptacao de serotonina (YEH, 1999).

Por outro lado, o pré-tratamento com cetotifeno, estabilizador de mastécitos,
causou uma potente inibicdo na resposta migratéria. Em contraste, cromoglicato de
sodio, também estabilizador de mastécitos, néo inibiu esse efeito. Assim, sugere-se
que cetotifeno deve ter bloqueado a resposta por outro mecanismo de agao
independente de mastocitos. Hamasaki et al. (1996) investigaram o efeito de trés
drogas que inibem a liberagao de mediadores quimicos, incluindo os leucotrienos, em

que os mecanismos envolvidos ndo estdo claros. Os autores concluiram que
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cetotifeno e oxatamide inibiram a produgdo de leucotrienos C4 e B4 por inibicdo da
atividade de fosfolipase A2, enquanto azelastine inibe a producgdo de leucotrieno C4
por inibicdo da fosfolipase A2 e de leucotrieno C4 sintase.

Em outro estudo observou-se que cetotifeno reduz de forma significativa a
leséo, secrecdo de fluidos, permeabilidade intestinal e niveis de PAF, LTC4 e LTB4
provocados pela toxina A do Clostridium difficile no ileo de ratos (POTHOULAKIS et
al., 1993). '

O papel de células residentes na atividade estimuladora de eosindfilos induzida
pelo sobrenadante de células totais da lamina prépria foi avaliado através das
seguintes observagdes: evidenciou-se que o aumento da populagdo de macréfagos
dos animais normais que receberam o estimulo na cavidade peritoneal pelo
tratamento com tioglicolato, ndo alterou a atividade indutora da migragdo de
eosindfilos por Sob de cultura de CLPI de ratos sensibilizados, em comparagéao aos
animais nao tratados com tioglicolato. Contudo, vale salientar que a migragéo
eosinofilica induzida por Sob de CLPI de ratos pseudo-sensiblizados foi
potencializada pelo pré-tratamento com tioglicolato.

Dando procedimento a investigagcdo sobre o envolvimento de células
residentes no efeito quimiotatico para eosinéfilos, foi utilizado o protocolo de deplegao
de mastécitos através do pré-tratamento intraperitoneal subcrénico dos animais com
o composto 48/80. Observou-se que a migracao de eosindfilos na cavidade peritoneal
de animais depletados de mastoécitos nao foi alterada nos ratos que receberam Sob
de CLPI de animais sensibilizados. Em adi¢ao, também se utilizou o mesmo protocolo
de deplegdo de mastocitos para os animais sensibilizados utilizados na cultura de
CLPI e observou-se que ndo houve alteragdo da resposta migratoria. Esses dados
sugerem que a migragdo eosinofilica induzida pelo Sob de CLPI de ratos
sensibilizados parece ocorrer de forma direta, ou seja, independente de macréfagos e
mastécitos residentes. Outra hipétese seria que a sensibilizagédo per si ja induziria um
aumento dessas células residentes na cavidade peritoneal dos ratos sensibilizados.

Em contraste, a migragdo de eosindfilos induzida pelo sobrenadante de células
totais da lamina propria intestinal de ratos pseudo-sensibilizados foi potencialmente
aumentada nos animais tratados com composto 48/80 utilizados na migragao celular
(FEITOSA et al., 2000). Esses dados, juntamente com o anterior (pré-tratamento com
tioglicolato dos ratos que receberam Sob de CLPI de ratos pseudo-sensibilizados)
demonstram que o mecanismo fisiopatoldégico da migragéo induzida pelo Sob de CLPI



de ratos pseudo-sensibilizados com o adjuvante (hidroxido de aluminio) é diferente da
induzida pelo Sob de CLPI de ratos sensibilizados, ou seja, parece ocorrer por via
indireta dependente de células residentes, sendo que os macrofagos residentes
modulam positivamente e os mastécitos residentes modulam negativamente a

resposta migratoria.

Na etapa seguinte dessa pesquisa, analisou-se o possivel envolvimento de
TNF-a e interleucina-1B (IL-1B) na migragao eosinofilica induzida pelo sobrenadante
de CLPI estimuladas com ovalbumina. Para tanto, foram delineados determinados
protocolos experimentais, utilizando-se inibidores da sintese de TNF-a (talidomida e
a pentoxifilina), o antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1ra), anticorpos
monoclonais (anti-IL-18 e ant'i- TNF-a (BERSCHNEIDER, 1992; MOREIRA et al.,
1993; ROCHA et al., 1997, 1998). Por fim, apds caracterizado(s) a presénga de
alguns mediadores a partir da modulagdo farmacolégica, avaliamos a presenca de
TNF-a e IL-1B no sobrenadante de células intestinais totais, através do método de
ELISA, e mais adiante sera relatado que também investigamos a presenca dessas
citocinas em células isoladas da lamina proépria intestinal através do método de
ELISA, utilizando-se kits especificos para TNF-a e IL-1B de rato.

Observou-se que, talidomida inibiu parcialmente a migragdo eosinofilica
induzida por Sob de CLPI, enquanto pentoxifiina ndo afetou essa resposta. No
tocante ao mecanismo de acado da talidomida, ela inibe de forma seletiva a sintese de
TNF-o. por monécitos humanos, in vitro, estimulados com LPS, por meio da
degradacdo do RNA mensageiro dessa citocina (MOREIRA et al, 1993). A
talidomida, age inibindo a produgado de TNF-a, suprime a atividade Th1 e aumenta a
liberagcédo de citocinas IL-4 e IL-10 de Th2. A capacidade da talidomida, inibidor da
sintese de TNF-a (BERSCHNEIDER, 1992), de bloquear parcialmente a migragéo
eosinofilica nesse estudo, indica o envolvimento desta citocina neste evento,
provavelmente suprimindo a atividade Th1 e aumentando a liberagéo de citocinas IL-4
e IL-10 de Th2, com atividade anti-inflamatéria. Este fato também pode ser
confirmado pela diminuigcado da migracao pela dexametasona (referida anteriormenté),
que além de sua agao inibitéria sobre a liberagao de derivados eicosanodides, também |
bloqueia a transcricdo de RNAm para algumas citocinas, como TNF-a e IL-1 (BETTE
et al., 1991; BERSCHNEIDER et al., 1992) inibindo as suas produgdes.

Além disso, o anticorpo anti-TNF-a também inibiu parcialmente a atividade

quimiotatica para eosinéfilos induzida pelo sobrenadante de CLPI. Por outro lado, o
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anticorpo anti-IL-18 e o antagonista de receptor de IL-1 (IL-1ra), n&o inbiram essa
resposta. Estes dados sugerem, pelo menos em parte, a participacdo de TNF-a, mas
ndo de IL-1, na migragdo eosindfilica, provavelmente sendo um dos fatores
responsaveis pela atividade quimiotatica ou fator modulador da migragcdao de
eosindfilos induzida pelo sobrenadante de CLPI.

A pentoxifilina ndo inibiu a migragéo de eosindfilos por agir por um mecanismo
diferente de talidomida. Quanto ao mecanismo de agédo dessa droga, tem sido
descrito que atua diminuindo a quantidade de RNA mensageiro para TNF-a, através
da inibicdo da transcricdo genética dessa citocina (MOREIRA et al., 1995; BERGESE
et al., 1995), ou seja, a pentoxifilina, inibidor de fosfodiesterase, age por aumentar
concentragées de AMP ciclico intracelular, interferindo, assim com a transcrigdo de
TNF.

O TNF é uma citocina proé-inflamatéria produzida por varios tipos celulares, em
especial por macréfagos, que compdem a lamina prépria do intestino (MCKAY;
PERDUE, 1993; MCKAY; PERDUE, 1994). Os resultados experimentais obtidos com
talidomida e anti-TNF-a sugerem que, TNF-a parece ser parcialmente responsavel
pela atividade quimiotatica para eosindfilos, além de leucotrienos e PAF (OLIVEIRA et
al., 2002). Prostaglandinas, histamina e serotonina também possuem funcéo
importante na migragéo eosinofilica induzida pelo sobrenadante de células totais da
lamina propria intestinal de ratos sensibilizados. Vale salientar que esses ultimos
mediadores juntamente com LTD4 estdo associados com reagbes de
hipersensibilidade tipo | (OLSZEWSKI et al., 1999).

Os dados acima mostram que a migragdo eosnofilica induzida pelo
sobrenadante de CLPI de ratos sensibilizados € um mecanismo complexo envolvendo
multiplos mediadores inflamatérios, do tipo prostaglandinas, leucotrienos, PAF,
serotonina, histamina e TNF-o, tendo em vista que o estimulo envolve mediadores
liberados por um “pool” de células da lamina propria intestinal (FEITOSA et al., 2002).
Por isso, sentiu-se a necessidade do isolamento de células para avaliar a participacao

especifica de cada tipo celular nesse modelo de migracao estudado.

Na etapa seguinte desse estudo, passou-se a investigar dentre todas essas
células da lamina prépria intestinal de ratos sensibilizados, qual ou quais células
estaria(m) envolvida(s) na migracao de eosindéfilos em cavidade peritoneal de ratos

normais. Para tanto, foram isolados macréfagos, linfécitos, mastocitos e eosindfilos
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da lamina proépria intestinal de ratos sensibilizados e estimulados com ovalbumina,
sendo os sobrenadantes testados no modelo de cavidade peritoneal de ratos
normais. Observou-se que os Sobs de macréfagos ou linfocitos estimulados com
ovalbumina induziam migragdo eosinofilica, sendo a resposta de maior amplitude
quando comparada a induzida por Sob de células totais da lamina proépria intestinal.

Como os macrofagos sdo células apresentadoras de antigenos, levantou-se a
hipoétese de que eles seriam responsaveis pelo inicio do processo e passou-se a
investigar melhor a importancia dessas células na resposta migratéria e que
mediadores liberados por macréfagos estariam envolvidos na patogénese da alergia
intestinal ou, mais especificamente, na migragdo eosindfilica. Para tanto, alguns
protocolos experimentais foram tragados, utilizando-se como estimulo migratério o
sobrenadante de macréfagos (SobM®s) da lamina prépria intestinal isolados de ratos
sensibilizados, tais como: a utilizagdo de alguns blogqueadores farmacolégicos que jé
haviam inibido a migragéo eosinofilica na etapa anterior (quando utilizou-se Sob de
CLPI). Além disso, avaliou-se as combinagées tanto in vivo como in vitro utilizando-se
os Sobs de outras células, como linfécitos, mastécitos ou eosindéfilos, para se verificar
os efeitos inibitérios ou estimulatérios dos mediadores liberados por estas células
sobre a migracdo induzida por Sob de macréfagos intestinais estimulados com
ovalbumina.

A membrana celular dos macrofagos contém quantidades substanciais de
fosfolipase A2, sendo o acido araquiddnico, o acido graxo insaturado predominante
entre seus fosfolipidios de membrana. A ativagao da fosfolipase A2 nos macrofagos,
com a consequente liberagdo do acido araquidénico, faz com que esta célula seja
uma fonte importante de metabdlitos deste acido (LESSOF, 1988). Em adigéo, a
evidéncia indireta que favorece essa hipétese foi a redugdo observada na migragcao
de eosindfilos, quando os macréfagos foram pré-tratados com dexametasona e
indometacina, nesse estudo. Em adi¢gdo, montelucaste soédico também inibiu a
migragao eosinofilica induzida pelo sobrenadante de macréfagos intestinais. Esses
efeitos inibitérios podem ser explicados pelo bloqueio de metabdlitos do &cido
araquiddnico e pelo bloqueio na liberagdo de fatores quimiotaticos, liberados pelo
estimulo imuno-inflamatério. Portanto, a estimulagédo de macréfagos da lamina propria
intestinal envolve a ativacao de fosfolipase A2 com a consequente liberagao de acido
araquiddnico. '

Dando prosseguimento a investigacao utilizando-se as drogas que haviam

inibido a migragéo de eosindfilos induzida pelo Sob de CLPI, os macréfagos foram
139



pré-tratados com metisergida, ciproheptadina e difenidramina, e também houve
redugdo na migracao eosinofilica. A produgé@o de prostaglandinas, leucotrienos e
serotonina constitui uma caracteristica importante das reagées alérgicas (LESSOF,
1988). Por outro lado, difenidramina que foi utilizada na concentragdo de 10° M
citada na literatura (STAHL ef al., 1992) pode ter agido por uma via independente de
histamina. Eeper-Woodford ef al. (1993) demonstraram que difenidramina atenua a
atividade de TNF derivada de macréfagos alveolares pulmonares. Assim,
especulamos nesse estudo um efeito semelhante sobre inibicdo de TNF para essa
droga. Em contraste, cetotifeno (estabilizador de mastécitos) e WEB-2086 (anti-PAF)
nao inibiram a migracdo eosinofilica induzida por Sob de macréfagos de ratos
sensibilizados.

Baseando-se em informagdes que apontam o envolvimento de citocinas,
possivelmente quimiocinas na hipersensibilidade intestinal, e como ja esta bem
demonstrado na literatura a liberagdo de citocinas e quimiocinas por macréfagos
(ROCHA et al., 1997, 1998, 2000) e desde que se observou um potente efeito inibidor
de dexametasona, investigou-se o envolvimento de algumas citocinas primarias
desencadeadoras das cascatas. Portanto, na etapa seguinte dessa pesquisa,
analisou-se através de ELISA o possivel envolvimento de TNF-a e IL-1B na migragao
eosinofilica induzida pelo sobrenadante de macréfagos estimulados com ovalbumina.

Para confirmagéao do envolvimento de citocinas, foram detectados através do
ELISA, um aumento dos niveis de TNF-a e de IL-1B8 no sobrenadante de macréfagos
isolados da lamina propria intestinal de ratos sensibilizados (FEITOSA et al., 2002).
Estes dados comprovam a participagéo’ destas citocinas na migragao eosindfilica
induzida por macrofagos, sendo provavelmente o TNF-a um fator quimiotatico para
eosindfilos nesse modelo estudado, e a IL-1B liberada por M®s um possivel fator
amplificador da resposta. A habilidade da IL-13 em estimular a sintese e liberagédo de
outros mediadores com propriedades quimoatraentes, como leucotrienos e
interleucina-8, tém sido apontada como um mecanismo importante na fisiopatologia
da lesdo associada as doencgas inflamatérias intestinais (DINARELLO; WOLFF, 1993;
SARTOR, 1994). Nesse estudo sugere-se que IL-1B deve ter agido na amplificagcao
da resposta por um mecanismo semelhante, ou seja, estimulando a sintese e
liberagdao de outros mediadores quimoatraentes e que os M®s intestinais sédo células

importantes nesse processo.
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Dentre as células imunocompetentes que compéem a mucosa intestinal, os
macrofagos tém se destacado pela sua elevada capacidade de sintetizar e liberar
rapidamente IL-1 e TNF que, por sua vez, possuem uma influéncia marcante na
fisiopatologia da lesédo e secregao intestinal (MORTEAU et al., 1993; THEODOROU
et al., 1994; ROCHA et al., 1997, 1998).

As citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B), desempenham papéis
fundamentais para a migragcdo celular (DINARELLO, 1997). Lukacs et al. (1995)
demonstraram que TNF-o age como uma citocina que atua no processo inflamatério
inicial e que regula subseqiientemente tanto a infiltragdo neutrofilica como o
recrutamento de eosinéfilos nos pulmées e vias aéreas.

Em adicao, Erger; Casale (1998) mostraram que o TNF-a & necessario para a
migragdo eosinofilica transendotelial induzida pelo fator estimulador de colénia
macréfago-granulécito (FEC-MG). Tem sido mostrado que essa citocina € um fator-
chave na adesao de granuldcitos e migracao transendotelial. Contudo, os neutréfilos
ndo migram através do endotélio pré-tratado com TNF-o. em resposta a fator
estimulador de colénia macréfago-granulécito. Segundo os autores, os anticorpos
anti-ICAM-1, mas nao anti-VCAM-1 significativamente inibiram essa resposta. Entao,
concluiram que a migracao transendotelial eosinofilica induzida pelo fator estimulador
de col6nia macrofago-granulécito, € suportada por TNF-o e dependente da molécula
de adesao intercelular-1 (ICAM-1).

As moléculas de adesado celular sdo expressas sobre células endoteliais
quando estimuladas por varias citocinas pré-inflamatoérias. Miki et al. (1996)
demonstraram que o TNF-a induz a expressao de E-selectinas e ICAM-1 em células
endoteliais de veia umbilical humana. Eles mostraram que a histamina, através de
receptores H1, aumentou de forma dose-dependente a expressao de E-selectinas e
ICAM-1 induzida pelo TNF-a em células endoteliais de veia umbilical humana.

Os macréfagos também auxiliam na regulacdo das respostas imunologicas,
através da secrecao de IL-1, como co-fator importante para a secregéo de IL-2, que é
essencial para a ativagao e proliferacédo dos linfécitos (LESSOF, 1988). Embora o
sobrenadante de linfécitos isolados da lamina propria intestinal também tenha
induzido migracao eosinodfilica, sugere-se que os macréfagos sejam as células
iniciadoras do processo (Figura 36).

Além disso, ja esta muito bem demonstrado na literatura o efeito inibidor de
dexametasona sobre a liberagdo de citocinas e quimiocinas por macréfagos (ROCHA
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et al., 1997, 1998, 2000). Nesse estudo observou-se pelos resultados do ELISA que
dexametasona inibiu TNFa liberado por macréfagos, mas nao inibiu IL-1p.

Como os sobrenadantes de macréfagos ou linfocitos induziram migragdo
eosinofilica, numa maior amplitude em relagdo a migragdo induzida pelo Sob de
células totais da lamina prépria, resolveu-se investigar um possivel efeito inibidor da
atividade quimiotatica por mediadores liberados por mastécitos ou eosinofilos
intestinais estimulados com ovalbumina. Para essas investigagdes foram tragadas
algumas combinagdes de estimulos, tais como: macréfagos pré-incubados in vitro
com Sob de mastécitos, eosinofilos ou linfocitos antes do estimulo ovalbumina. Estes
Sobs de macrofagos pré-incubados foram testados no modelo de migragdo de
eosinofilos em cavidades peritoneais de ratos normais. Além disso, também foram
testadas as combinagdes in vivo. Para tanto, as cavidades peritoneais dos ratos
foram pré-tratadas com Sobs de mastocitos, eosinéfilos ou linfécitos estimulados com
ovalbumina antes da administragdo i.p. do Sob de macréfagos estimulados com
ovalbumina, para a contagém de eosinodfilos. Esses resultados também foram
comparados com os dados da migracao eosinofilica induzida pelo Sob de CLPI.

Os dados sugerem que o sobrenadante de eosindfilos intestinais modula
negativamente a migragao eosinofilica tanto a induzida pelo sobrenadante de células
totais intestinais como a induzida pelos macréfagos isolados, de forma mais potente
para esta Ultima. Enquanto o sobrenadante de mastécitos intestinais modulou
negativamente somente a migracdo de eosindfilos induzida pelos macréfagos
isolados.

Para melhor confirmacdo desse efeito modulatério negativo, observou-se
através do ELISA que IL-1B liberada por eosindfilos de ratos sensibilizados foi
significativamente reduzida .em relagcdo a liberada por macréfagos de ratos
sensibilizados e também reduzida em relagéo a liberada por eosinéfilos de ratos
normais (controle), bem como, a IL-1p liberada por mastocitos de ratos sensibilizados
foi parcialmente reduzida, mas ndo de forma significativa, em relagdo a liberada por
macrofagos. Em adicdo, houve reducgao significativa de IL-1B € TNF liberados por
mastécitos de ratos sensibilizados em relagdao a liberada por mastécitos de ratos
normais (controle). Em relacdo aos linfécitos ndo houve nenhuma diferenca
significativa para ambas as citocinas, sugere-se portanto que a citocina envolvida na

migracdo eosinofilica induzida pelo Sob de linfécitos, estimulados com ovalbumina,



de ratos sensibilizados é diferente de TNF e IL-1B, sendo, provavelmente, a IL-5 uma
das citocinas mais importantes nessa resposta migratéria.

DALLAIRE et al. (2002) propéem que os eosinéfilos dos tecidos expressam
mais receptores de membrana e liberam mais mediadores do que os do sangue,
sugerindo que na migragdo dessas células do sangue para os tecidos ocorre a
modulag¢ao de seu fenétipo e de suas fungdes.

Em adigéo, Rothenberg et al. (2001) sugerem que os eosindfilos sdo células
residentes do sistema imune gastrointestinal cuja proliferacdo pode ser induzida por
exposicdo antigénica através da ativagdo de células Th2, sendo regulada
principalmente por IL-5 e eotaxina. Os autores propdéem ainda que os eosinofilos sdo
células que integram o sistema imune gastrointestinal e parecem ser importantes na
resposta imune inflamatéria. Além disso, especula-se que a IL-5 & a molécula critica
que estimula o desenvolvimento de eosindéfilos e a sua migragdo (FOSTER et al.,
2002).

A expressao de IL-5 por células T CD4(+) tem frequentemente sido especulada
como um importante vinculo de ligacao entre a inflamacgéo alérgica e a concomitante
expansao ou recrutamento de eosinofilos. Varios achados sugerem que a IL-5
apresenta uma importante contribuicdo na acumulagdo de eosindfilos nos tecidos
alergicos. Crosby et al. (2002) sugerem que o trafico de eosindéfilos durante a
resposta inflamatoria alérgica pulmonar € uma conseqiiéncia de eventos mediados
por células T CD4(+) em adigdo a expressdo de IL-5 por essas células e o
estabelecimento de um gradiente de quimocinas pulmonares. Em adigcdo, os
resultados sobre os tratamentos com anti-IL-5 (em modelos animais e humano)
demonstram suas importantes caracteristicas sobre a eosinofilia tecidual (FOSTER et
al., 2002).

Os eosindfilos sdo primariamente tidos como células efetoras terminais das
respostas alérgicas e na eliminacdo de parasitas. No entanto, estudos mais recentes
e limitados sugerem um papel imunomodulatério para esses leucocitos durante essas
respostas inflamatorias. Mackenzie et al. (2001) investigaram o potencial de
eosinofilos em agir como células apresentadoras de antigenos (APC) e, portanto, na
modulacdo da resposta alérgica por influenciar a fungdo da célula Th2. Nesse
trabalho, em resposta a provocagdo antigénica em pulméao alérgico, os eosindfilos
rapidamente migraram para o sitio de deposicdo de antigenos (limen das vias
aéreas). Em seguida, os eosindéfilos do pulméo alérgico expressaram peptideos do

CPH classe Il, moléculas co-estimulatérias de células T (CD80 e CD86), e
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rapidamente internalizaram e processaram o antigeno que foi apresentado do Iimen
das vias aéreas. Essas células (eosinofilos) que internalizaram antigenos
promoveram a produgao de IL-4, IL-5 e IL-13 em coculturas com células Th2, cuja
polarizagdo ocorreu in vitro e induziram também produgédo de IL-5 de forma dose-
dependente de células T CD4(+) antigeno-especificas isoladas de camundongos
alérgicos. Em adicao, esses eosindfilos com carga antigénica quando transferidos
para camundongos ndo sensibilizados, sensibilizaram os animais induzindo uma
doenca alérgica com polarizagao para células Th2.

Os autores demonstraram a importancia do eosinéfilo ndo somente agindo
como célula efetora terminal, mas também na modulagéo da inflamagéo alérgica por
amplificar a resposta das células Th2 (MACKENZIE et al., 2001). Com base nesses
dados da literatura também se pode especular, nesta pesquisa, um efeito inibitério
indireto induzido pelo sobrenadante de eosindéfilos via modulacao das células Th2
contidas no “pool” de células totais, com produgdo de citocinas predominantemente
IL-4 e 13, que podem ter atividade anti-inflamatéria, modulando, assim,
negativamente a migragédo de eosindfilos induzida pelo sobrenadante de células totais
da lamina prépria intestinal.

A migracéo celular & um evento central nas respostas imunes e inflamatérias.
Vale lembrar, que uma intensa infiltragao de eosinéfilos e neutréfilos foi observada na
hipoderme das patas injetadas com ovalbumina (4 h pés-estimulo) no nosso estudo
de edema de pata com ratos sensibilizados. Considerando que o estimulo com
ovalbumina, leva a migracdo de neutréfilos e eosindfilos para os tecidos
extravasculares, &€ provavel que a presenga de eosindfilos nas fases iniciais da
inflamacédo alérgica, apresente um papel importante na imunomodulagdo dessas
respostas inflamatorias.

Em adigéo, recentemente varios estudos mostraram que IFN-o pode ser usado
para o tratamento de pacientes com sindrome hipereosinofilica idiopatica (SHI)

refrataria a terapia convencional. Aldebert et al. (1996) obtiveram bons resultados em
pacientes com sindrome hipereosinofilica idiopatica tratados por IFN-a com uma
significante associagdo entre a melhora clinica e o rapido controle da eosinofilia no
sangue. Segundo esses autores, o IFN-aR foi encontrado sobre eosindfilos coletados
de pacientes com varias desordens eosinofilicas. Além disso, IFN-a inibiu a liberagéo
de granulos protéicos eosinofilicos, tais como proteinas catidénicas eosinofilicas, IL-5 e

a citotoxidade mediada por eosinofilos.
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Por outro lado, recentes estudos sugerem que as citocinas liberadas por
mastdcitos apresentam um importante papel na protegéo dos tecidos. Por exemplo,
mastocitos séo importantes na protegdo contra helmintos intestinais e infeccées
microbianas sistémicas (ROTHWELL, 1989; MALAVIYA et al., 1996). lnterleucinas-4,
10 e 13 podem ser liberadas por mastdcitos e sdo citocinas com um perfil de
atividade Th2. Elas podem ter atividades antiinflamatérias tais como habilidade em
reduzir a liberacdo de TNF-o por mondcitos e macréfagos e em limitar a hiperalgesia
inflamatdria mediada por citocina (ZURAWSKI; DE VRIES, 1994; ARMSTRONG et
al., 1996; MIJATOVIC et al, 1997, CUNHA et al., 1999). Vale ressaltar que as
citocinas liberadas por mastécitos agem sobre células B, mondcitos ou macrofagos,
mas néo sobre células T (STENTON et al, 1998) e que IL-4, IL-10 e IL-13 s&o
constitutivamente liberadas por mastécitos murinos derivados da medula éssea
cultivados com IL-3, na auséncia de estimulagdo exdégena (MARIETTA et al., 1996).

Em adicdo, Bissonnete (1996) demonstrou que a histamina liberada por
mastocitos inibe através de receptores H2 e H3 a liberagdo de TNF-a liberado pelos
préprios mastécitos. E provavel que o efeito inibitdrio de mastécitos nessa resposta
migratéria ocorra ndo somente através de citocinas, como descrito anteriormente,
mas também através de receptores de histamina H2 ou H3 (BISSONNETE, 1996;
EZEAMUZIE; PHILIPS, 2000). Em adigédo, a presenca de receptores H1 e H2 sobre
eosindfilos tem sido bem estabelecida (SEDGWICK; BUSSE, 1990). Em geral, os
receptores H1 sdo geralmente estimulatérios aumentando a quimocinese (CLARK et
al., 1977; WADEE et al., 1980) e os receptores H2 geralmente inibitérios (WADEE et
al., 1980; SEDGWICK; BUSSE, 1990).

Confirmada a modulagdo negativa de mastécitos e eosindfilos sobre a
migracao eosinofilica induzida pelo Sob de macréfagos e baseado em dados da
literatura, citados acima, sugeriu-se que a IL-4, e, provavelmente outras citocinas (IL-
10, IL-13) e histamina, através dos receptores H2, liberadas por mastécitos s&o
responsaveis por esse efeito inibitério. Além disso, sugere-se também que IFN-a, e
provavelmente IL-4, produzidos por eosinéfilos modulam negativamente tanto a
migragao induzida pelo Sob de macréfagos como a induzida pelo Sob de CLPI. Vale
ainda especular que a redugao da liberagdo de IL-1B por eosindfilos e de IL-1B e
TNF-o por mastoécitos nos ratos sensibilizados desse estudo, através do ELISA,

podem ser importante nesse efeito inibitdrio, uma vez que essa redugéo pode ocorrer
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em detrimento do aumento de outras citocinas inibitorias descritas anteriormente (por
exemplo, IL-4 e IFN-a).

Vale lembrar que no presente estudo quando investigamos os mediadores
envolvidos no edema de pata induzido pela ovalbumina em ratos sensibilizados
sugerimos que o mastécito parece apresentar um efeito inibitério na resposta
edematogénica, desde que cromoglicato de sédio (estabilizador de mastécitos) e
composto 48/80 (depletor de mastocitos) aumentaram a resposta edematogénica
(FEITOSA et al., 2002).

Para finalizar a discussdo sobre o efeito inibitério de Sob de eosindfilos e
mastocitos intestinais sobre a migragdo de eosindfilos induzida por Sob de
macréfagos, vale salientar que essa redugdo observada no nimero de eosindfilos
também pode ser justificada em detrimento do aumento de migracdo de outras
células para a cavidade peritoneal apés os estimulos.

Quanto a migragao induzida pelo sobrenadante de linfocitos nesse estudo,
sugere-se que seja induzida por IL-5, e provavelmente pela citocina quimiotatica IL-8,
liberadas por linfocitos Th2 (OLIVEIRA et al., 1996), conforme mostra a Figura 36.

Em relagdo a espécie de animais utilizada nesse estudo, vale justificar que os
ratos oferecem vantagens para se estudar a biologia dos macrofagos, por varias
razdes: 1) No mercado existem disponiveis varios anticorpos monoclonais contra
glicoproteinas de superficie de macréfagos. Eles ndo somente facilitam a
demonstragéo da heterogeneidade entre os macréfagos, mas também permitem a
caracterizagao de varias moléculas de superficie em termos de estrutura, regulagcao
de expressao e fungao; 2) Um numero substancial de macrofagos de ratos podem ser
isolados de varios sitios (cavidade peritoneal, sangue, pulmao, lamina propria
intestinal e outros tecidos); 3) Varios modelos experimentais para doengas humanas
tém sido desenvolvidos em ratos, tornando possivel a avaliagdo da participagédo de
macrofagos na patogénese das doengas (BERG et al., 2001).

A Figura 36 apresenta um modelo proposto para a modulagao da migracao de
eosindfilos induzida por mediadores liberados por células da lamina prépria intestinal
de ratos sensibilizados. Nesse modelo sdo apresentados os mediadores encontrados
no presente estudo e outros sugeridos conforme dados da literatura.

Em geral, os dados sugerem que a migracao eosinofilica induzida pelo
sobrenadante de macrofagos da lamina propria intestinal estimulados com

ovalbumina, de ratos sensibilizados, € em parte dependente de citocina(s) liberada(s)
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por essas ceélulas, tal como TNFa. TNFa e leucotrienos parecem ser os fatores
quimiotaticos e IL-1p pode ser um fator amplificador da resposta migratéria induzida
pelo sobrenadante de M®s intestinais por estimular a sintese e liberagdo de
mediadores quimoatraentes. Em adicdo, prostaglandinas e 5-HT também sé&o

importantes nessa resposta migratéria, provavelmente agindo em outra fase do
processo.

Por fim, os resultados demonstram que macréfagos e linfécitos intestinais,
estimulados com ovalbumina, de ratos sensibilizados estdo envolvidos na migragéao
de eosindfilos em cavidade peritoneal de ratos, sendo provavelmente os macréfagos
as células iniciadoras do processo. E que essa resposta & multifatorial. Varios
mediadores inflamatérios, como prostaglandinas, leucotrienos, serotonina, TNF-ao e
IL-1B, sdo importantes na migragédo eosinofilica induzida pelo sobrenadante de M®s
intestinais no modelo estudado. Por outro lado, mastécitos e eosindfilos intestinais,
parecem modular negativamente a migragdo eosinofilica induzida pelo sobrenadante
de M®s intestinais.
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Figura 36 — Mecanismo proposto para a modulagcdao da migracdao de
eosindfilos induzida por sobrenadante de cultura de células da lamina
propria intestinal. Células da lamina prépria intestinal (LPI) de ratos
sensibilizados, mais especificamente macréfagos e linfécitos de ratos sensibilizados,
estimuladas com ovalbumina liberam fatores quimiotaticos (TNF-a e leucotrienos)
para a migracdo de eosindfilos em cavidade peritoneal de ratos normais. Essa
resposta é potencializada por IL-1pB liberada por macréfagos (Mds) isolados da LPI,
e inibida por mediadores liberados por mastécitos (IL-4 e provavelmente outras
citocinas e histamina através de receptores H2), e por eosindfilos (IFN-a e IL-4) da
LPl. Linfécitos isolados da LPI ativados por Mds pré-ativados também liberam
fatores quimiotaticos para eosinéfilos na cavidade peritoneal de ratos, diferente de
TNF-a e IL-1B, provavelmente IL-5, de acordo com o esquema proposto acima. (Th
= T auxiliar ou “helper”; LTs= leucotrienos)
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6. CONCLUSOES

Para enamorar-se de uma alma, Deus nédio olha a sua grandeza,
mas a grandeza de sua humildade.

Sao Jodo da Cruz

149



. Conclusoes

Os resultados demonstraram um potente efeito pré-inflamatério de ovalbumina

no modelo de edema de pata de ratos sensibilizados com ovalbumina.

O edema de pata parece nao ser dependente do metabolismo do &cido
araquidénico, desde que os inibidores de cicloxigenase e lipoxigenase e

antagonista do PAF, néo inibiram o edema imune no modelo estudado.

Serotonina, através dos receptors 5-HT2, parece ser o principal mediador
responsavel pelo edema imunolégico em rato. Outros mediadores também

parecem esta envolvidos, provavelmente citocinas diferente de TNF.

Os resultados da migragéo celular indicam que células da lamina prépria
intestinal de ratos sensibilizados, estimuladas com ovalbumina, liberam fatores

quimiotaticos para eosindfilos, em cavidade peritoneal de ratos.

TNF-a e leucotrienos parecem ser os principais fatores quimiotaticos para
eosindfilos na migragao induzida pelo sobrenadante da cultura de células totais
da lamina prépria intestinal estimuladas com ovalbumina de ratos

sensiblizados.

Prostaglandinas, PAF, histamina e 5-HT também parecem ser importantes

nessa resposta migratoria, provavelmente agindo de forma indireta.

Macréfagos (M¢s) e linfécitos intestinais de ratos sensibilizados, estimulados
com ovalbumina, foram as células mais importantes nessa resposta migratéria,

sendo provavelmente os macréfagos iniciadores do processo. Os dados
indicam que TNFa e leucotrienos sé@o os fatores quimiotaticos para a migragéo

de eosindfilos induzida por macréfagos intestinais.

Prostaglandinas, 5-HT e IL-1B também sao importantes na resposta migratéria

induzida pelo sobrenadante de M¢s intestinais de ratos sensibilizados. A IL-13
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liberada por essas células potencializa a migragao eosinofilica induzida pelo
sobrenadante de macréfagos.

Mastocitos e eosinodfilos intestinais de ratos sensibilizados, estimulados com
ovalbumina, modulam negativamente a migracdo eosinofilica induzida pelo

sobrenadante de macroéfagos intestinais.
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7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

De que adianta ao homem ganhar o mundo inteiro,
se vier perder a sua alma?

Evangelho (Mateus 16, 26)
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