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RESUMO

No presente estudo avaliou-se in vitro e in vivo o papel de macréfagos e de
citocinas no desencadeamento da atividade nociceptiva induzida por estimulos inflamatérios
(zymosan, dcido acético, carragenina e LPS) no modelo de contor¢Ges abdominais em
camundongos.

A andlise dos resultados demonstrou que macréfagos cultivados na presencga de
LPS s@o hdbeis em liberar no sobrenadante da cultura um fator capaz de induzir atividade
nociceptiva (MNF) quando injetado intraperitonealmente. A liberacio de MNF foi bloqueada
por inibidores de sintese protéica (ciclohexemida) ou de citocinas {(dexametasona), mas nio o
foi por inibidores de ciclooxigenase (indometacina ou paracetamol), indicando sua provavel
natureza protéica. O efeito do MNF, por outro lado, foi atenuado por indometacina,
paracetamol, dexametasona e por agentes simpatoliticos como guanetidina e atenolol, ¢
completamente bloqueado pela associagdo de indometacina com guanetidina, ou com
atenolol, indicando que sua atividade deve-se A ativagdo dos componentes eicosandide e
simpatico da dor inflamatéria. A atividade do MNF foi ainda sensivel a0 tratamento com
HOE 140, antagonista dos receptores BK, da bradicinina, sugerindo o envolvimento desta
cinina neste efeito.

Observou-se ainda que a atividade do MNF parece resultar da associagio dos
efeitos de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-8 e TNF-o) presentes nas amostras de MNF,
j4 que sua atividade fol parcialmente neutralizada pela adi¢dio de anti-soros especificos(anti-
IL-1, anti-IL-8 ou anti-TNF-o), além do que a associacfo das mesmas induziu atividade
nociceptiva de comportamento semelhante aquela do MNF, fato este ndo observado quando
tais citocinas foram ensaiadas isoladamente. A manipulacio quantitativa da populacdo de

células peritoneais residentes, constitufda principalmente por macréfagos, demonstrou que a
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diminuicdo destas células pela lavagem prévia da cavidade peritoneal reduziu
significativamente a atividade nociceptiva do zymosan, 4cido acético, LPS ou da carragenina,
sem, no entanto, modificar aquela induzida por um anélogo de prostaciclina (Iloprost). Por
outro lado, o aumento dessa populacfo através do tratamento com tioglicolato, amplificou as
respostas nociceptivas do 4cido acético e do zymosan. Em adi¢8o, foi ainda demonstrado que
a inje¢do intraperitoneal isolada de anti-soros anti-IL-1, anti-IL-8 ou anti-TNF-o blogueou
significativamente a atividade nociceptiva daqueles estimulos.

Os dados sugerem fortemente que macréfagos parecem desempenhar um papel
central na deflagracfio da nocicepgio induzida por zymosan e 4cido acético, e provavelmenie
também por carragenina ¢ LPS, no modelo de contorgdes abdominais, possivelmente
liberando mediadores tais como IL-1, IL-8 e TNF-q, 0s quais atuariam estimulando a sintese

de metabolitos da ciclooxigenase e ativando o sistema simpatico.
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ABSTRACT

In the present study it was evaluated in vivo and in vitro the role of macrophages
and cytokines in the trigger of nociceptive activity induced by inflammatory stimuli (zymosan,
acetic acid, carrageenin and LPS) in a mice model of abdominal writhes.

The results showed that LPS- stimulated macrophages monolayers were able to
induce the release of a macrophage factor (MNF) which was active in inducing nociceptive
activity when injected intraperitoneally. The release of MNF was inhibited by the
pretreatment of the macrophages with inhibitors of protein synthesis (cyclohexemide) and
cytokines production {dexamethasone) but not by cyclo-oxygenase inhibitors (indomethacin
or paracetamol), showing its probable protein origin, On the other hand, MNF induced-
nociception was blocked in a dose-dependent manner by pretreatments of the animals with
indomethacin, paracetamol or dexamethasone, pattially reduced by pretreatment with
guanethidine and atenolol, and totally abolished by association of guanethidine or atenolol
with indomethacin. These results suggest that MNF activity seems to occur by the activation
of the two inflammatory sensitization pathways, one dependent of production of cyclo-
oxygenase metabolits and the other dependent of the generation of sympathomimetic amines.
In addition the effect of MNF was also inhibited by a BK, receptor antagonist (HOE 140)
which provided evidence that bradykinin was involved in this effect.

It was also observed that the MNF activity seems to be a consequence of an
association of IL-1, IL-8 and TNF-o effects present in the MNF samples, since its activity
was partially inhibited by the preincubation with specific antisera against IL-1, IL-8 and TNF-
o. In addition, intraperitoneal injection of recombinant cytokines association induceded
nociceptive activity acting similary to MNF; this fact was not observed when those cytokines

were tested alone,



The modification of peritoneal resident cell population, constituted mainly by
macrophages, showed that depletion of peritoneal cells by previous lavage of peritoneal
cavities decreased the nociceptive activity of zymosan, acetic acid, LPS and carrageenin
without modified the nociceptive activity of a prostacyclin analogous (Iloprost); and the
increase of macrophage population by previous thioglycollate administration amplified the
nociceptive responses to acetic acid and zymosan. Also it was verified that the pretreatment
of peritoneal cavities with isolated anti-IL-1, anti-IL-8 or anti-TNF-a antiserum blocked
significantly the nociceptive responses of those stimuli.

In conclusion, the results suggest that macrophages play an important role in the
trigger of the nociceptive activity induced by zymosan and acetic acid (probably also by
carrageenin and LPS) in the mice model of abdominal writhes, possibily via the release of a
cascate of mediators such as IL-1, IL-8 or TNF-o, which ones activate the syntesis of cyclo-

oxygenase metabolites and release of sympathomimetic amines.






1. MACROFAGOS COMO CELULAS MEDIADORAS NA AGRESSAO AO

ORGANISMO

Nos estdgios iniciais da maioria dos processos inflamatérios, a célula leucocitdria
predominante no foco € o neutréfilo. Com o passar do tempo surgem, progressivamenie,
outros tipos celulares. Atualmente, acredita-se que o retardo no aparecimento dos macréfagos
no foco inflamatério se deve ao fato dos mondcitos migrarem em uma velocidade menor do
que a dos neutrdfilos.

A partir dos experimentos pioneiros de METCHNIKOFF realizados em 1884
(citado por METCHNIKOFF, 1905), originou-se o conceito inicial do macréfago como célula
removedora de residuos e materiais indesejdveis do espaco extracelular, o qual pode hoje ser
considerado como uma subestimagfio do papel potencial desta célula. Na realidade, estes
fagécitos sdo células altamente ativas que prontamente respondem a sinais celulares e
hormonais e, portanto, participam de uma variedade de eventos fisioldgicos e patolégicos.
Neste contexto, FERREIRA, em 1980, denominou os macréfagos residentes de células de
alarme, 0s quais, quando em contato com invasores estranhos a0 organismo, desencadeiam
mecanismos de defesa, protegendo assim o hospedeiro dos estimulos injuriantes. Dados da
literatura tem mostrado que macréfagos participam ndo s6 da fase crbnica da reagdo
inflamatéria e da regulagio da resposta imune, como também do desencadeamento e

modulagio de virios eventos descritos como sendo da fase aguda do processo inflamatério

(WEIR, 1984; NATHAN, 1987; UNANUE & ALLEN, 1987).



1.1. Ontogenia e distribuicao dos fagécitos mononucleares

As informacfes acumuladas sobre a origem e cinética, bem como sobre as
semelhancas entre as caracteristicas morfoldgicas, imunolégicas e funcionais, dos diversos
fagéeitos mononucleares descritos até entdo levou VAN FURTH et alii em 1972 ao conceito
do chamado Sistema Fagocitico-Mononuclear (VAN FURTH et alli, 1972).

O Sistema Fagocitico-Mononuclear € composto por células com semelhangas
morfoldgicas e funcionais, formadas na medula 6ssea a partir de uma linhagem de células
fagociticas mononucleares que alcangam os tecidos através da corrente sangiifnea. A célula
mais imatura desta linhagem € o monoblasto, a partir da qual formam-se os promondcitos e
destes os mondcitos. Os mondcitos entram na corrente sangiiinea e, em segundos, migram para
os tecidos, transformando-se em macréfagos. Dependendo da localizagfo, os macréfagos
adquirem caracteristicas préprias e sfo, por isso, designados de maneiras diferentes, como
exemplo podemos citar os histiécitos, as células de Kupffer, as células das micréglias, os
osteoclastos e as células sinoviais do tipo A. Com base em novas informagdes sobre os
precursores na medula 6ssea e localizagdes em condigOes normais e patologicas, mais células
foram sendo descritas como pertencentes ao sistema fagocitico-mononuclear, de forma que
hoje tem-se encontrado macréfagos em praticamente todos os tecidos e fluidos do organismo
(VAN FURTH, 1988a; VAN FURTH, 1988b).

Cavidades serosas como a pleural e.peritoneal possuem os chamados macréfagos
residentes, 0s quais tem um tempo de vida relativamente longo variando de meses a anos
(VAN FURTH, 1982; GORDON, 1986). Observa-se ainda que em tais cavidades pode ocorrer
repovoamento, o qual se deve a migracio de monécitos do sangue periférico, provenientes de

maturagdo na medula 6ssea (VAN FURTH, 1988a). Em adigfo, tem sido descrito que em



alguns sitios como a cavidade peritoneal, baco ¢ linfonodo, os macrofagos podem ter
replicacio local, bem como podem recircular como os linfécitos, migrando das cavidades para
o sangue periférico e deste para os drgios linféides secunddrios como o bago, linfonodo e
érgos linféides associados & mucosa (GORDON, 1986; VAN FURTH, 1988a; VAN FURTH,
1988b).

A produgdo, recrutamento e a recirculagio de macréfagos em cavidades como a
peritoneal pode ser drasticamente alterada através de estimulos exdgenos. A injecdo de
algumas substincias ou de microorganismos nestas cavidades, pode induzir um grande influxo
de células para o local. Estes macréfagos recém-diferenciados dos mondcitos do sangue foram
denominados por VAN FURTH (1978), de macréfagos elicitados ou inflamatérios. Viarios
sd0 os agentes descritos como elicitadores de macréfagos no peritbneo, tais como: bacilo de
Calmette-Guerin (BCG) (NATHAN & ROOT, 1977), Listeria monocytogenes (BELLER,
KIELY & UNANUE, 1980), Lipopolissacarideos (LPS) de diversas bactérias, sulfato de
dextrana, adjuvante de Freund incompleto, adjuvante de Freund completo (BENBEHANI,
BELLER & UNANUE, 1985), tioglicolato de sédio (STEEG, MOORE & OPPENHEIM,
1980), proteose-peptona (STEINMAN et alii, 1980), fitohemaglutinina (NAGAOKA,
KANEKO & YAMASHITA, 1988), concanavalina A (RAZ, SHAHAR & GOLDMAN, 1977)
e carragenina (VIJAYAKUMAR, PALANIVEL & MUTHUKKARUPPAN, 1989), entre
outros. Sabe-se, entretanto, que a atividade funcional destes macréfagos nfio € igual e varia

dependendo do agente inoculado.



1.2. Atividade funcional dos macréfagos

Frente aos estimulos externos, os macrofagos desempenham um papel dnico na
resposta  tecidual. Primeiro, podem interagir com muitas moléculas extracelulares,
internalizando-as e submetendo-as a alteragbes metabllicas intracelulares. Tais moléculas
podem estar livres em solugfo ou formarem parte da estrutura de microorganismos (UNANUE
& ALLEN, 1987). Segundo, sdo células altamente secretérias. Seus produtos de secre¢io, ao
todo mais de 100 ja descritos, incluem enzimas, inibidores enzimaticos, proteinas do sistema
complemento, protefnas regulatdrias tipo interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-t), interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6), fator transformador de crescimento beta
(TGF-B), além de derivados do 4cido araquidonico (TAKEMURA & WERB, 1984; WERB et
alii, 1986; NATHAN, 1987; ADAMS & HAMILTON, 1988). A maioria destas moléculas s3o
importantes na reacdo inflamatéria, sendo que, a secregio de muitas delas depende do estado
metabSlico do macréfago, o que por sua vez depende da interagio do mesmo com seu
microambiente (NATHAN, 1987). Terceiro, macréfagos interagem com linfécitos T ¢ B,
intervindo, portanto, nas respostas imunoldgicas (UNANUE & ALLEN, 1987). Além da
apresentagdo de antigenos aos linf6citos, os macréfagos modulam tanto as fungBes dos
linfécitos T como dos linfécitos B, através da liberagio de varias monocinas, entre elas, a IL-1
tem um papel de destaque (WEIR, 1984; UNANUE & ALLEN, 1987). Quarto, os macréfagos
possuem receptores na sua superficie para linfocinas, podendo a partir desta interago, adquirir
novas propriedades, inclusive tornar-se ativado (UNANUE & ALLEN, 1987).

Macréfagos em repouso, quando expostos a uma variedade de agentes
inflamatdrios, sofrem profundas modificagdes morfolégicas e bioquimicas. Tais mudangas

podem levar a atividades funcionais ndo expressas anteriormente pelos mesmos, bem como



incluem alteragbes na quantidade e secrego de enzimas e aumento de sua capacidade
fagocitica e bactericida e ainda de seus efeitos tumoricidas. Nesse estado o macréfago €
denominado ativado e, quando em contato com estimulos especificos, além de liberar seus
produtos com maior eficiéncia, torna-se altamente microbicida e tumoricida
(OGMUNDSDOTTIR & WEIR, 1980, UNANUE & ALLEN, 1987, JOHNSTON JR, 1988;
VAN FURTH, 1988b). |

MACKANESS (1970), ao descrever algumas altera¢Ses funcionais que ocorrem em
macréfagos de animais infectados com bactérias, usou o termo ativado para descrever as
propriedades bactericidas aumentadas destas células. O termo ativado tem também sido usado
em refer€ncia a macréfagos que mostram um aumento na capacidade para inibir parasitas
intracelulares (OGMUNDSDOTTIR & WEIR, 1980), bem como para descrever macréfagos
que adquiriram compet€ncia para destruir células tumorais (EVANS & ALEXANDER, 1976;
NORTH, 1978). Macr6fagos que séo expostos a irritantes tais como tioglicolato, 6leo mineral,
caseina, proteose-peptona e glicogénio, mostram mudancas funcionais menos marcantes, nio
incluindo efeitos bactericidas ou citocidas e tem sido referidos como estimulados, por alguns
autores (EVANS & ALEXANDER, 1976; NORTH, 1978; OGMUNDSDOTTIR & WEIR,
1980).

Entretanto, para VAN FURTH (1988b), o termo estimulado € impreciso e deve ser
evitado nessas circunstincias, j4 que a aplicagio de um estimulo pode resultar tanto na
elicitagdio de células como na prépria ativagfio das mesmas ou em ambas. Para este autor,
macréfagos de animais tratados com irritantes supracitados sdo melhor chamados de
elicitados. Em adigdo, tem sido referido por este e por outros autores que macréfagos de
focos inflamatdrios ou elicitados por agentes, apresentam uma atividade funcional maior ou

mesmo, s30 mais responsivos a agentes ativadores que 0os macréfagos residentes e mondcitos



(ADAMS & HAMILTON, 1987; VAN FURTH, 1988b), além de serem maiores em tamanho,
apresentarem um aumento na velocidade e extensdo de espalhamento em vidro e pldstico,
aumento de pseuddpodes, bem como de grinulos citoplasmdticos e wvactolos
(OGMUNDSDOTTIR & WEIR, 1980).

Ativagdo de macréfagos foi originalmente descrita em animais infectados com
patégenos intracelulares, tais como: Micobactéria, Listeria e Brucella (NORTH, 1969;
RUSKIN, McINTOSH & REMINGTON, 1969; MACKANESS, 1970) e Toxoplasma e
Tripanossomas (REMINGTON, KRAHENBUHL & MENDENHALL, 1972; MACLEOD &
REMINGTON, 1977). Nestas condiges a ativagdo dos macréfagos € dependente da atividade
de linf6citos que foram especificamente sensibilizados a0 agente infectante. Os macréfagos
ativados pelos produtos de tais linfécitos sensibilizados expressam sua atividade de uma
maneira ndo especifica, sendo capazes de desempenhar efeitos microbicidas contra uma
variedade de agentes infecciosos ou efeitos citotoxicos em células alvo. Sabe-se hoje que entre
as linfocinas, o interferon gama (IFN-Y) tem um papel de destaque na mediagdo do processo de
ativagio enddgeno de macroéfagos (ADAMS & HAMILTON, 1987; ADAMS & HAMILTON,
1988; MILLON, LEBASTARD & MARCHAL, 1988).

A ativagio pode ser conseguida in vitro pela exposicio de macr6fagos a substincias
exdgenas tais como lipopolissacarideo (LPS) proveniente de bactérias e protozodrios
(ADAMS & HAMILTON, 1988), RNA de dupla fita de origem viral (ALEXANDER &
EVANS, 1971), copolimero de pirano (BAIRD & KAPLAN, 1975, SCHULTZ,
PAPAMATHEAKIS & CHIRIGOS, 1977), poliribonucleotideos sintéticos (EVANS &
ALEXANDER, 1976) e ainda RNA poli A(+) obtido de bago de camundongos infectados com
Trypanosoma cruzi (BERTOLINI & DE LUCCA, 1986) e RNA poli A(+) e poli A(-) obtido

de macréfagos estimulados in vitro com LPS (RIBEIRO et alii, 1993).



Entre as muitas alteragOes funcionais que expressem um estado ativado para oS
macréfagos, podemos destacar: aumento do tamanho e da velocidade de espalhamento em
vidro e pldstico, aumento da taxa de oxidagio de glicose, aumento de sintese protéica,
secre¢do e aumento de sintese de enzimas lisossomais, aumento na expressdo de receptores
para a por¢do Fc das imunoglobulinas, aumento de fagocitose de particulas nfio opsonizadas,
expressdo de novos antigenos de superficie, aumento de responsividade a estimulos
quimiotdxicos, habilidade para matar ou inibir o crescimento de patégenos intracelulares,
aumento da liberagdo de intermedidrios reativos de oxigénio (IRO), atividade citotoxica para
células tumorais e outras células de divisdo rdpida e aumento da producgo e liberagdo de vérias
citocinas como IL-1 ¢ TNF-a entre outras (NATHAN, 1987, ADAMS & HAMILTON,
1988).

Durante o processo de ativagdo, tem sido proposto que, a competéncia que adquire
o macréfago para desempenhar miltiplas fungBes, obedeceria a um controle genético
provavelmente diversificado (COHN, 1978), bem como responderia a uma diversidade de
sinais indutores e supressivos presentes no microambiente (UNANUE, 1984), o que em dltima
andlise, resultaria na modulagio de grande ndmero de proteinas funcionais que seriam
secretadas ou se distribuiriam ao longo da membrana celular (HAMILTON & ADAMS, 1987).

A presenga de grande quantidade de receptores, observada na superficie do
macréfago, assim como o grande nimero de constituintes moleculares que sdo produzidos e
secretados, sugerem que as propriedades fisiolégicas e bioquimicas e mesmo os virios estados
de ativagio devam ser regulados independentemente (MCKAY & RUSSEL, 1986;
HAMILTON & ADAMS, 19387).

Em resposta & interagdo do sinal empregado com o seu receptor especifico, é

referido que assim como ocorre com o lipopolissacdride de bactérias (LPS) e com o interferon



gama (IFN-y), observa-se o surgimento de uma variedade de sinais intracelulares que podem,
inclusive, culminar na expressio de genes como os protooncogenes c-fos, c-myc, JE e KC
(ADAMS & HAMILTON, 1987; HAMILTON & ADAMS, 1987). Nesse sentido, tem sido
proposto que, pelo menos quatro cascatas bioquimicas podem ser iniciadas, distintamente, por
ativadores tipo LPS ou IFN-y em macréfagos responsivos. A primeira cascata, cujo ativador
principal é o IFN-y, resulta em uma estimulagdo tardia na atividade da protefna-quinase C
(PKc) e um lento influxo de fons cdlcio. A segunda cascata consiste na hidrélise do
fosfotidilinositol, produgdo de diacilglicerol, producdo de inositol tri e tetra-fosforilado,
estimulagdo rdpida da PKc, rdpido influxe de fons célcio e sédio e ainda expressio de RNAm
para 0s oncogenes c-myc, c-fos e JE. Entre os principais ativadores dessa cascata se incluem, o
LPS, o fator ativador de plaquetas (PAF), peptideos N-formilados e em menor extensio, o
TNF-o. A terceira via, por outro lado, cursa com expressio independente de outros genes (ex.
KC, P-38), manifestada pela sintese rdpida e transitéria de uma série de proteinas de vida
curta. O LPS ¢ parcialmente o TNF sio também ativadores dessa via.

Nota-se que o LPS pode iniciar duas cascatas independentes. Tem sido descrito,
entretanto, que alguns efeitos do LPS tipo supressio da expressio de antigenos la na
superficie do macréfago parecem se dever a produgio de prostaglandinas E,, com conseqliente
aumento dos niveis de AMP ciclico, o que poderia ser considerado como uma quarta cascata
(BECTON, ADAMS & HAMILTON, 1985; HAMILTON ef alii, 1986; HAMILTON &
ADAMS, 1987; KOERNER, HAMILTON & ADAMS, 1987, ADAMS & KOERNER, 1988).

Durante o processo de ativagio em resposta ao LPS, IFN-y ou ambos, a
composigo protéica da membrana plasmética do macréfago, assim como o cardter dos seus
produtos secret6rios sofrem profundas modificagdes (ADAMS & HAMILTON, 1984). Tais

alteracBes parecem obedecer a uma complexa regulagio, de forma que: a) algumas proteinas
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sio aumentadas enquanto outras sio diminuidas; b) alteragbes em ambas as dire¢des podem
ser iniciadas pelo LPS ou IFN-y ou por LPS mais IFN-y e ¢) IFN-y e LPS podem agir em
dire¢des opostas (HAMILTON & ADAMS, 1987).

A competéncia que adquire o macréfago para matar células tumorais, por exemplo,
parece depender de um mecanismo complexo que torna esta célula capaz de capturar a célula
tumoral via receptor Fc de imunoglobulinas ou lectinas ¢ de secretar substincias citotoxicas
como o8 intermedidrios reativos do oxigénio (IRQO), TNF-a, interferons e interleucinas
(HAMILTON & ADAMS, 1987). Entretanto, para que esta competéncia seja adquirida, sdo
necessdrios pelo menos dois sinais, O primeiro desencadeado pelo IFN-y, tornaria 08
macréfagos mais responsivos a um segundo sinal, exemplo, o LPS, de forma que, macréfagos
expostos inicialmente ao IFN-y e posteriormente ao LPS, tornam-se células com alto potencial
em destruir células tumorais (HAMILTON & ADAMS, 1987).

Foi demonstrado recentemente que o IFN-y induz RNAm para moléculas de
histocompatibilidade classe Il (REVEL & CHEBOTH, 1986) enquanto que LPS induz RNAm
para TNF (BEUTLER & CERAMI, 1986) e para IL-1 (FUHLBRIGGE et alii, 1987),
parecendo existir uma interagio entre estes dois sinais, pois: IFN-y aumenta a expressio de
RNAm para TNF iniciada por LPS (HAMILTON & ADAMS, 1987) e este suprime a
expressio de Ia na superficie celular e também de antigenos de histocompatibilidade classe 1I,
ambos induzidos por IFN-y (STEEG, JOHNSON & OPPENHEIM, 1982).

Além do IFN-y, outros mediadores endégenos parecem modular de diversas
maneiras, a atividade funcional de macr6fagos. Dessa forma, tem sido descrito que o fator
estimulador de coldnia de granuléeitos e macréfagos (GM-CSF) induz, em macréfagos
peritoneais residentes, um aumento na expressio de receptores Fc de imunoglobulina G e do

antigeno Mac-1, além de ura incremento na expressio de IL-1 de membrana (MORRISEY et
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alii, 1988). Em adicfo, a [L-2 parece ser capaz de estimular in vitro a capacidade tumoricida
de mondcitos assim como a secrecdo de IRO (MALKOVSKY et alii, 1987) e de TNF
(ECONOMOU et alii, 1989), além de poder atuar como co-fator para IFN-y na indugio de
atividade parasiticida de macréfagos peritoneais residentes e da medula 6ssea de camundongos
(BELOSEVIC et alii, 1990). Ainda nesse contexto, foi demonstrado, recentemente, que a
interleucina 3 (IL-3) € capaz de induzir, em macréfagos, a transcricio do RNAm para IL-1 ¢
quando na presenga de LPS, induzir a sua secre¢io para o meio extracelular (FRENDL,
FENTON & BELLER, 1990). A interleucina 4 (IL-4), por outro lado, é ativa em induzir, em
macrofagos peritoneais elicitados, a expressio de antigenos de histocompatibilidade classe I e
capacidade de apresentagdo de antigeno (CRAWFORD et alii, 1987). A secregdo de IRO tem
sido demonstrada em macréfagos cultivados na presenca de IFN-y, GM-CSF, TNF-a. ¢ PAF

(SOLBACH, MOLL & ROLLINGHOFF, 1991).

2. MACROFAGOS E SECRECAO DE CITOCINAS

2.1. Conceituagio geral e citocinas

Sob certas condigies, sabe-se que macréfagos secretam uma série de substincias,
muitas das quais, mediadores importantes em vérios eventos descritos como de fase aguda do
processo inflamatério tais como: febre, dor, edema, quimiotaxia de polimorfonucleares e
secregio de proteinas de fase aguda. Entre tais mediadores, tem-se dado muita atengdo,
ultimamente, a um grupo de proteinas regulatérias, chamadas no seu conjunto de citocinas. O

termo citocina foi inicialmente sugerido por COHEN em 1974 (ver COHEN et alii, 1979) para
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definir proteinas derivadas de células outras que nfo linf6citos (para estas aplica-se o termo
linfocinas) que influenciam as ag¢bes de outras células. Outros termos, tais como monocina,
fator de crescimento, interleucina, interferon (IFN) e integrina sfo também usados para
descrever tais proteinas. Uma definichio moderma do termo citocina ¢ de um
polipeptideo/proteina (glicoproteina) de PM maior que 5 KDa capaz de ser induzida e que
produz efeitos pardcrinos, autdcrinos e até endéerinos mediados por receptores especificos em
células-alvo. E importanie notar que a maioria das citocinas ndo sdo produzidas
constitutivamente, mas requerem ativagio celular para suas sinteses. A defini¢io portanto
inclui as interleucinas, fatores de crescimento, fatores estimuladores de colOnia, eic
(HENDERSON & POOLE, 1994). A interleucina 1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-oy), a interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 8 (IL-8), tem nesse contexto, um papel de

destaque.

2.2. Interleucina 1 (IL-1)

Em 1940 teve inicio a histéria da interleucina 1, quando ela foi caracterizada pela
sua capacidade de provocar febre. A partir de entdo, ficou conhecida pelo nome de pirégeno
enddgeno (ATKINS, 1960).

Posterior a purificagdo bioguimica do pirégeno endbgeno (EP), relatou-se ser esta
substdncia a mediadora de todos os efeitos bioldgicos descritos para uma outra proteina
conhecida pelo nome de mediador leucocitico endégeno (LEM), caracterizado anteriormente
pelas seguintes propriedades: indugio de sintese de proteinas de fase aguda, redugfo das
concentragdes de ferro e zinco plasmdticas e aumento de neutréfilos circulantes

(MERRIMAN, PULLIAM & KAMPSCHMIDT, 1977).
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GERY, GERSHON e WAKSMAN, em 1972, demonstraram que culturas de células
aderentes de roedores e também de humanos, presumivelmente macréfagos, produziam uma
substincia com propriedades ativadoras sobre linfécitos, a qual denominaram fator ativador de
linfécitos (LAF). Eles analisaram também o sinergismo do LAF com concentra¢es substimas
de mitégenos de células T, tais como, a fitohemaglutinina (PHA) e a concanavalina A (Con A)
na inducdo da proliferagio de timdécitos de ‘camundongos. Em seguida, GERY &
HANDSCHUMACHER (1974) verificaram ser o LAF uma proteina que apresentava um peso
molecular por volta de 15.000 daltons, determinado pela técnica de cromatografia de filtragdo
em gel.

Virios estudos realizados posteriormente, denotaram a existéncia de uma série de
fatores com outras atividades biolégicas, porém com as mesmas caracteristicas bioquimicas do
LAF de forma que, em 1979, durante o II Workshop Internacional de Imunologia, os fatores
reconhecidos pelas seguintes siglas: BAF, LAF, HP-1, MP, EP, LEM e TPF passaram a ser
identificados por interleucina 1 (AARDEN et alii, 1979).

Bioquimicamente distintas, mas estruturalmente relacionadas, 2 moléculas de IL-1
foram reconhecidas e identificadas em experimentos de clonagem génica, a forma alfa (IL-1),
de pI 5,0, em macréfagos murinos (GUBLER et alii, 1986) e a forma beta (IL-1[), de pI 7,0,
em mondcitos humanos (AURON et alii, 1984). Posteriormente, demonstrou-se a existéncia
das duas formas de IL-1, tantc em humanos como em camundongos. As duas moléculas de IL-
I humanas possuem 26% de homologia nas suds seqiiéncias de aminodcidos e sdo codificadas
por genes diferentes, ambos situados no cromossomo 2. Na maioria dos tecidos humanos o
RNAm que codifica para IL-1f} é predominante sobre o que codifica para IL-10l, na proporgao

2 para 1 (DINARELLO, 1988; ARAI et alii, 1990).
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Ambas as formas de IL-1 s@io aparentemente sintetizadas como precursores
polipeptideos de 31 Quilodaltons (KDa) que quando clivados geram os peptideos
extracelulares maduros de 17,5 KDa. Ademais, 1ém sido detectadas formas de IL-1, de
aproximadamente 23 KDa, associadas & membrana plasmdtica (KURT-JONES et alii, 1986;
MATSUSHIMA et alii, 1987; ARAI et alii, 1990). Tornou-se evidente também, que a IL-10 €
a forma presente em maior concentracio nos fluidos biolégicos (LE & VILCEK, 1987).
Estudos recentes sugerem a existéncia de pelo menos 2 tipos diferentes de receptores para IL-
love IL-1B, o receptor do tipo I e o receptor do tipo II, ambos presentes tanto na superficie
celular como na forma soliivel (SIMS & DOWER, 1994). Estes autores também sugerem que
na superficie da célula a afinidade da IL-lo € maior para o receptor do tipo 1, ao passo que a
IL-1§ parece possuir maior afinidade para o receptor do tipo II, embora sua afinidade pelo
receptor do tipo 1 seja semelhante aquela apresentada pela IL-1o. Nesse contexto, tem ainda
sido mostrado que o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1lra), possui maior afinidade pelo
receptor do tipo I (SIMS & DOWER, 1994).

Reconhecida inicialmente como um produto de fagécitos mononucleares ativados,
hoje ¢ sabido que moléculas de IL-1 sfio sintetizadas por uma grande variedade de células,
entre as quais estdo incluidas: os fibroblastos sinoviais, queratinécitos e células de Langerhans
da pele; células mesangeais do rim; linfécitos B; células natural killer; astrécitos e células
microgliais do cérebro; células endoteliais e do misculo liso de vasos sangiifneos; células
epiteliais da gengiva, cérnea e timo e ainda, linhagens de células T (DINARELLO, 1988;
MIZEL, 1989).

Virias substincias sdo capazes de induzir a produgio de IL-1 em mondcitos e
macréfagos. Fatores exdgenos como as endotoxinas, exotoxinas, hemaglutininas de virus,

protozodrios (DURUM & OPPENHEIM, 1989) e substincias endégenas como C35a, fator
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estimulador de coldnia 1 (CSF-1), TNF-a, TGF-B, a prépria IL-1 (AKIRA et alii, 1990) além
de opidides endégenos como a B-endorfina (APTE, DURUM & OPPENHEIM, 1990).

Sdo maltiplas e divérsiﬁcadas as agdes bioldgicas da IL-1, tanto no que diz respeito
ao tipo de efeito como em relagdo ao sitio celular envolvido. Entre estes sitios celulares
destacam-se aqueles envolvidos no processo inflamatério, tais como: neutréfilos, fibroblastos,
células sinoviais, condrécitos, células endoteliais, hepatécitos e osteoclastos, bem como
aqueles participantes da resposta imune: linfécitos T, linfGcitos B e macréfagos (MIZEL,
1989).

A IL-1, como produto de macréfagos, desempenha um papel importante na ativagio
de linfocitos T. Ela tanto aumenta a produgo de IL-2 como induz a expressdo de receptores
para IL-2 em células T ativadas pelo antigeno. Estes efeitos permitem uma rdpida expansio em
nimero, de células T antigéno~estimuiadas (SHIRAKAWA et alii, 1986; DINARELLO,
1988). Em linfocitos B, a IL-1 parece cooperar com outras citocinas, tais como a IL-4 na
ativagdo destas células, aumentando a proliferagio e induzindo a secregio de imunoglobulinas
(ARAI et alii, 1990). Alguns destes efeitos em células B podem ser mediados via indugio, em
outros tipos celulares, de IL-6, que ¢ um fator de diferenciagio de células B (ARAI et alii,
1990).

A capacidade em induzir a sintese de prostaglandinas talvez seja uma das
propriedades bioldgicas mais importantes da molécula de IL-1, e contribui efetivamente para a
indugio dos efeitos locais e sistémicos descritos para esta citocina, principalmente os efeitos
pré-inflamatérios. Em relagfio a estes, estd bem documentado que a IL-1: induz febre, como
resultado de sua agio direta sobre o centro termorregulador, mediada via aumento de sintese e
liberagdo de prostaglandinas E;, no hipotdlamo anterior; aumenta a sintese e secregio de

proteinas de fase aguda (ceruloplasmina, haptoglobulina, o-2-macroglobulina, amiléide A e P,
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protefna C reativa) pelos he;iatécitos; promove o acimulo de granuldcitos, particularmente
neutréfilos, nos sitios de inflamagfo através do aumento da expressido de moléculas de adesdo,
tipo CD1/CDys, nas células er;doteiiais e posterior migracio destes granulGcitos para o espago
extra-vascular; causa edema e produz secrec¢iio de outras citocinas como TNF-o, IL-6 ¢ IL-8
(DINARELLO, 1988; LARRICK & KUNKEL, 1988; MIZEL, 1989). Ainda nesse contexto,
recentemente FERREIRA et alii demonstraram ser a IL-1P um potente agente hiperalgésico,
cerca de 3.000 vezes superior a IL-1a, e que a mesma exerceria esse efeito via liberacio de
metabolitos do 4cido araquiddnico, mais especificamente de prostaglandinas (FERREIRA et
alii, 1988). Nesse particular, estes autores delinearam, a partir do estudo da molécula de IL-
1B, a regido responsdvel pela hiperalgesia observada e desenvolveram, a partir daf, um
tripeptideo analgésico andlogo (K(D)PT) capaz de antagonizar ndio apenas a hiperalgesia
desencadeada pela IL-183 mas também, parcialmente, aquela devida 2 inje¢io de carragenina.

Os seguintes efeitos sfo ainda atribuidos & IL-1: induz a liberacio de virios
peptideos hipotaldmicos e da pituitdria, incluindo as morfinas, o fator liberador de
corticotrofina (CRF), a adrenocorticotrofina (ACTH) e a somatostatina (BERNTON et alii,
1987, SAPOLSKI et alii, 1987). Além disso, a IL-1 pode agir diretamente sobre a glindula
adrenal e promover a sintese de horm0&nios esteréides (DINARELLO, 1988).

A manutengio e amplificacdo da resposta inflamatéria requer uma produgio
sustentada de células inflamatdrias pela medula Gssea. Nesse particular, a IL-1 € um potente
fator estimulador de colOnias além de estimular a liberagio de outros fatores estimuladores de

colonia (LARRICK & KUNKEL, 1988).
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2.3. Fator de necrose tumoral (THNEF)

O fator de necrose tumoral foi descoberto como sendo uma substdncia presente no
soro induzida por endotoxina bacteriana e, caracterizado pela propriedade de provocar necrose
hemorrdgica em tumores implantados em animais de laboratéric (CARSWELL et alii, 1975).

Entretanto, este fendmeno ja havia sido evidenciado no século passado, quando
entdo, COLEY (1983), citade por OLD (1985) e outros notaram que um processo de infecgdo
intercorrente poderia, muitas vezes, provocar a necrose hemorrdgica de certas neoplasias, em
pacientes com céncer e infecgfo. O produto bacteriano, responsdvel pela indugdo de necrose
tumoral, foi isolado por SHEAR et alii (1943) citado por CARSWELL et alii (1975), sendo
hoje conhecido como lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana de bactérias
gram-negativas.

Subseqiientemente, os estudos de O’'MALLEY, ACHINSTEIN & SHEAR, 1962,
evidenciaram que a inoculago de soro proveniente de camundongos desafiados com uma dose
de LPS, produzia em outro camundongo receptor a necrose de tumores implantados.
Posteriormente, CARSWELL et alii, 1975, em experimentos muito semelhantes, verificaram
que a inoculagdo de soros, colhidos duas horas apés a inje¢do de LPS, oriundos de animais
anteriormente sensibilizados com bacilos Calmette-Guerin (BCG) e corinebactérias, também
provocava nos animais receptores a necrose hemorrdgica de tumores implantados. Os soros
desses animais apresentavam igualmente a capacidade de in vitro provocar a lise e morte de
células transformadas. O ensaio biolégico em cultura de células foi entdio utilizado para a
caracterizagio e purificagfo bioquimica do entdo chamado TNF (Fator de Necrose Tumoral),

produzido por macr6fagos e mondécitos, como também, o produzido por linhagens de células
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monociticas, em diversos laboratérios (GREEN, DOBRJANSKY & CHIASSON, 1982;
KULL & CUATRECASAS, 1984; AGGARW AL et alii, 1985).

Alguns anos antes da descoberta do TNF, RUDDLE & WAKSMAN (1967) ¢
GRANGER & WILLIAMS (1968) também comprovaram a existéncia de um fator soldvel,
produzido por linfécitos T ativados, com igual atividade citot6xica sobre células em cultura,
que ficou conhecido, a partir de entdo, pelo nome de linfotoxina (LT). Os estudos de
caracterizagdo bioquimica revelaram que a LT € uma glicoproteina composta de subunidades
de 20 KDa e 25 KDa, encontrada, na forma ativa, rearranjada em dimeros e trimeros, jd o TNF
tem um peso molecular em torno de 17 KDa, tem 157 aminodcidos sendo as subunidades
rearranjadas em dimeros, trimeros ou pentimeros (AGGARWAL, MOFFAT & HARKINS,
1984).

J4 estdo clonados em bactérias os genes que codificam a seqiiéncia de aminoécidos
do TNF-a (TNF) e a seqiiéncia que codifica o TNF- (linfotoxina), ambos presentes no
cromossomo humano niimero 9. Essas duas moléculas, quando de origem humana, apresentam
28% de homologia, nas suas seqiiéncias de aminodcidos (BEUTLER & CERAMI, 1986;
BEUTLER & CERAMI, 1987). Embora distintas imunologicamente, pois sdo reconhecidas
por diferentes anticorpos, essas duas moléculas, TNF-o. e TNF-f, ligam-se a um dnico
receptor de alta afinidade identificado em diversas células-alvo (AGGARWAL et alii, 1985;
BAGLIONI et alii, 1985; RUBIN et alii, 1985; CREASEY, YAMAMOTO & VITT, 1987).
No entanto, os pesos moleculares dessa proteina receptora tem variado entre 54 a 138 KDa,
demonstrando tratar-se de um receptor de miltiplas subunidades.

Muitos tipos celulares sdo capazes de produzir e secretar TNF-o apds estimulagio
apropriada. Nesse sentido, monécitos e macréfagos produzem grandes quantidades de TNF-o

apds serem estimulados com: LPS, IFN-y, IL-1, GM-CSF, o proprio TNF-o, enterotoxinas,
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toxina-1 da sindrome do choque t6xico, fator corda de micobactérias, virus, antigenos fiingicos
ou parasitirios ¢ C5a (OLD, 1985, PHILLIP & EPSTEIN, 1986; BEUTLER & CERAMI,
1988). Recentemente, foi demonstrado que mastécitos, de diversas origens, secretam TNF-o
quando estimulados com LPS, concanavalina A ou com ésteres de forbol (GORDON, BURD
& GALLI 1990). Interessante também foi a demonstragio por esses mesmos autores de que
mast0citos peritoneais contem, mais do que macréfagos ou linf6citos, constitutivamente,
grandes estoques de TNF-o pré-formado, pronto para imediata liberagio ap6s estimulo celular
apropriado.

Por outro lado, TNF-f parece ser exclusivamente produzido por linfécitos T e por
linhagens de células linfoblastdides B, em resposta a estimulo antigénico especifico, certos
virus ou exposi¢do a vérios mitégenos (BEUTLER & CERAMI, 1988).

O TNF-o inclue em suas a¢des bioldgicas um amplo espectro de efeitos, envolvendo
desde c€lulas do sistema imunolégico como macréfagos, neutréfilos e linfocitos até células
participantes do metabolismo celular, como os adipécitos e células do tecido muscular. Estas
agdes do TNF-o. tem sido divididas em endécrinas e pardcrinas ou tecido-especificas.

Podemos citar como exemplo de agio endderina o seu envolvimento na patog€nese
do choque séptico induzido por bactérias gram-negativas. Nesse particular, tem sido
demonstrado que a injegdo de doses farmacolégicas de TNF-o, mimetiza algumas das
manifestagBes patoldgicas do choque séptico, tipo: febre, acidose metabélica, diarréia,
hipotensdo e coagulagio intravascular disseminada (BEUTLER & CERAMI, 1987,
KETTELHUT, FIERS & GOLDBERG, 1987; TRACEY et alii, 1987).

S30 ainda atribuidas ao TNF-ol as seguintes propriedades: indugio de proteinas com
atividade pré-coagulante, inibicdo da sintese de trombomodulina de células endoteliais e

indugdo da expressdo génica e da sintese de IL-1 em células endoteliais (LIBBY ez alii, 1986;



20

NAWROTH et alii, 1986). Nesse sentido, a a¢do sinérgica do TNF-a0 e da IL-1 pode
favorecer a formagdo de trombos, coagulacio intravascular disseminada e a conseqiiente
oclusdo de vasos sangiiineos. Estes efeitos podem explicar a hemorragia e a necrose tumoral
induzidas pelo TNF em animais portadores de tumores (OLD, 1985).

Os efeitos pardcrinos ou tecido-especificos mais estudados do TNF-o sdo aqueles
relacionados a sua participacido na mediagfio de virios dos eventos que ocorrem nos processos
inflamatérios agudos e crOnicos, entre os quais, destacam-se: ativagdo de neutréfilos, com
conseqliente degranulagdo, produgio de IRO, aumento da citotoxicidade para certos
patdgenos e aumento de atividade fagocitica (KLEBANOFF et alii, 1986, TSUJIMOTO et
alii, 1986); quimiotaxia de neutréfilos e de mondceitos; aumento da adesdo de neutrdfilos ao
endotélio; estimulagdo da produgéo de prostaglandinas E, e de colagenase por células sinoviais
e condrdcitos; proliferagdo de fibroblastos; aumento da reabsorgio Gssea por osteoclastos e
diminui¢@o da sintese dssea por osteoblastos; indug@o de proteinas de fase aguda no figado;
produgdo de IL-1 e IL-6 por células endoteliais e por macréfagos; produgio de GM-CSF ¢ G-
CSF por células endoteliais (BEUTLER & CERAMI, 1988; LARRICK & KUNKEL, 1988).

Convém ressaltar que vérios dos efeitos descritos acima podem ocorrer por
estimulagio direta do TNF-o sobre as células ou tecidos alvo. Entretanto, o TNF-o pode
exercer alguns destes efeitos, indiretamente, tal qual a IL-1, iniciando uma intensa e multifocal
resposta inflamatéria, com participacgfio de outros mediadores secunddrios como leucotrienos e
PAF, além de uma série de outras citocinas pré-inflamatérias (BEUTLER & CERAMI, 1988).
Nesse particular, recentement:, CUNHA et alii, 1992, em experimentos utilizando anti-soros
especificos para vérias citocinas, demonstraram que o TNF-o tem um papel central no
desencadeamento da dor inflamatéria, mediando a liberacdo de vdrias citocinas hiperalgésicas

como [L-1, IL-6 e [L-8.
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Na resposta imune, o papel do TNF-a, tem sido pouco estudado. Entretanto sabe-se
que em linfécitos T, o TNF-o, geralmente em altas concentragdes, induz a liberagfo de IFN-v,
aumenta a expressdo de receptores para IL-2, e potencia a resposta proliferativa a antigenos e
mitégenos (SCHEURICH et alii, 1987, YOKOTA, GEPPERT & LIPSKY, 1988). J4 com
relagdo aos linfécitos B, estd descrito que o TNF-oo induz in vivo o aumento de células
secretoras de anticorpos para antigenos T-dependentes como hemdceas de carneiro, mas nio
para antigenos T-independentes como o polissacarideo tipo III de pneumococo (GHIARA et
alii, 1987) e in vitro, é capaz de induzir proliferacio e secreg¢io de imunoglobulinas (KEHRL,

MILLER & FAUCI, 1987).

2.4, Interleucina 8 (IL-8)

A descoberta da interleucina 8 tem uma histéria recente e deve ser atribufda ndo a
um, mas a varios pesquisadores que, trabalhando independentemente, demonstraram, quase
simultaneamente, que mondécitos principalmente, quando cultivados na presenga de LPS,
secretam proteinas com PM variando entre 7-9 KDa, mas com uma importante caracteristica
em comum qual seja a de induzir ativagio e quimiotaxia de neutréfilos. Nesse sentido, vérias
foram as designacBes que esta molécula recebeu, inicialmente: peptideo ativador de neutr6filos
derivado de mondcitos, MONAP (SCHRODER et alii, 1987), fator quimiotdxico de
neutréfilos derivado de monécitos, MDNCF (YOSHIMURA et alii, 1987a e 1987b), fator
ativador de neutréfilos, NAF (WALZ et alii, 1987; PEVERI et alii, 1988) e proteina
quimiotdxica para granulécitos, GCP (VAN DAMME et alii, 1988). Pouco tempo depois, em

fins de 1988 e por ocasifio do I Simpédsio Internacional de Citocinas Quimiotixicas realizado
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em Londres, resolveu-se chamar de Interleucina 8 (IL-8) todos esses peptideos quimiotdxicos
para neutréfilos descritos até entdo (WESTWICK, LI & CAMP, 1989).

Com a clonagem do gene que codifica a seqii€ncia de aminodcidos da IL-8 humana
ja realizada (MATSUSHIMA et alii, 1988) ¢ conseqiiente maior facilidade em se obter
preparagdes recombinantes, muitos outros aspectos relativos a produgdo, liberagio e atividade
funcional dessa molécula, tornaram-se conhecidos.

Sabe-se que ndo s6 mondcitos e macréfagos mas também células endoteliais
(GIMBRONE er alii, 1989), linfécitos T (GREGORY et alii, 1988) e fibroblastos
(OPPENHEIM et alii, 1989; VAN DAMME et alii, 1989) produzem e secretam IL-8. Além
disso, posteriormente foi demonstrado que linhagens de hepatécitos humanos sio capazes de
expressar RNAm e atividade biolégica para IL-8 em resposta a mediadores inflamatérios tais
como IL-1o, IL-13 e TNF-o0 (THORNTON et alii, 1990).

A IL-8 tem sido implicada, no que diz respeito a atividade bioldgica, por diversos
pesquisadores, como um importante mediador pré-inflamatério. Nesse sentido, IL-8 tem sido
detectada em exsudatos inflamatérios (FINCHAM et alii, 1988) e parece desencadear eventos
inflamat6rios tais como hiperalgesia (CUNHA er alii, 1991a), febre (ZAMPRONIO et alii,
1991), liberagio de histamina (WHITE et alii, 1989), degranulagio de neutréfilos (LINDLEY
et alii, 1988), ativacio do burst respiratério com conseqiiente formagio de IRO (COLDITZ et
alii, 1989), quimiotaxia de neutréfilos (SCHRODER et alii, 1987; YOSHIMURA et alii,
1987b) e de linfécitos (LARSEN et alii, 1989)-¢ ainda migragiio de neutréfilos in vivo, em pele
de coelhos (COLDITZ et alii, 1989; RAMPART et alii, 1989) e em cavidades peritoneais de
ratos (RIBEIRO er alii, 1991).

Em relacdo aos seus efeitos pré-inflamatérios, recentemente, tem-se atribuido a IL-8

também algumas atividades antiinflamatérias. Dessa forma, foi demonstrado que a IL-8 age
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também algumas atividades antiinflamatérias. Dessa forma, foi demonstrado que a IL-8 age
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como um indutor da adesio dé neutrdfilos a monocamadas de endotélio humano ativadas por
citocinas (WHEELER et alii, 1988; GIMBRONE ez alii, 1989) e que a sua inje¢do, por via
endovenosa, € capaz de inibir a migra¢do de neutréfilos elicitada por virios mediadores,
incluindo IL-1, FMLP, C5a, LTB4 ¢ a prépria IL-8 (HECHTMAN et alii, 1991).
Corroborando estes achados, CUNHA ez alii (1991b), demonstraram que o pré-tratamento de
neutréfilos humanos com IL-8 ou TNF-o e IL-8 mais TNF-o, mas nio com TGF-§, IL-6 ¢
IFN-y, tornava estas células menos responsivas ao efeito quimiotixico do FMLP além de
mostrarem que a injegdo endovenosa destas 2 citocinas diminui significantemente a migragéo
de neutrofilos provocada pela injego intraperitoneal de carragenina.

No que concerne ao efeito pré-inflamatério da 1L-8, importante contribui¢io foi
dada por RIBEIRO e alii (1991), que demonstraram, pioneiramente, que a migragio de
neutréfilos in vivo induzida por IL-8, ocorria por um mecanismo indireto, via liberagfio por

mastdcitos mas ndo por macréfagos ou linfécitos, de fatores quimiotdxicos.

3. DOR INFLAMATORIA

3.1. Aspectos gerais

A sensibilizagio de receptores da dor é o denominador comum em todos os tipos de
dor inflamat6ria. Nesse contexto tem sido referido que na dor inflamatéria existe um
componente imediato, que ocorre logo apos a lesdo tecidual e € devido a estimulagio direta
das terminagBes nervosas sensoriais, e outro que se segue ao aparecimento da inflamagfio

propriamente dita (MONCADA, FERREIRA & VANE, 1978). Este componente recebe a
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denominagdo de hiperalgesia e ¢ conceituado como uma resposia aumentada a um estimulo
que normalmente € doloroso (LINDBLOM et alii, 1986).

Na verdade, a hiperalgesia é o acompanhanie perceptual da inflamagio,
representando um reajuste limiar da dor no local da lesdo, ou seja, a drea inflamada torna-se
fonte de dor notdvel, quando levemente tocada ou aquecida (CAMPBELL, 1989). A
hiperalgesia que se segue a lesdo e inflamagéo tecidual baseia-se, a0 menos em parte, na
sensibilizagio dos nociceptores por mediadores qufmicos, especificamente pelas
prostaglandinas (FERREIRA, LORENZETTI & CORREA, 1978) e por mediadores
simpatomiméticos (LEVINE ét alii, 1986; NAKAMURA & FERREIRA, 1987).

Os eventos moleculares associados com a hiperalgesia ainda nfo estio
completamente elucidados. Entretanto, hd evidéncias de que o aumento dos niveis
intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMP-c) e da concentragio de Ca™ estdo
associados com a regulacdo positiva dos nociceptores. Neste particular tem sido demonstrado
que a administragio intraplantar de dibutiril AMP-c, ou ionéforo de Ca™ ou ainda de BaCl, o
qual aumenta a concentragio. de Ca™ livre no citosol, causam hiperalgesia na pata do rato
(FERREIRA & NAKAMURA, 1979). Em adig¢io, a administragdo de prostaglandinas ou de
simpatomiméticos (noradrenalina ou dopamina), conhecidos estimuladores da sintese neuronal
de AMP-c, também sio capaies de induzir hiperalgesia neste mesmo modelo. Por outro lado,
pré-tratamento das patas com um antagonista de Ca™ ou com um agente bloqueador do
influxo de célcio, previne o surgimento de hiperalgesia (FERREIRA & NAKAMURA, 1979).

A hipétese de que a hiperalgesia ocorre subsegiiente a um aumento nas
concentragdes citosolicas de AMP-c/Ca™ tem também recebido o suporte experimental de
outros pesquisadores usandc diferentes testes de hiperalgesia (TAIWO et alii, 1989;

FOLLENFANT, NAKAMURA & GARLAND, 1990).
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Os eventos bioquimicos finais responsdveis pela regulagdo positiva do nociceptor
ainda ndo estio completamente esclarecidos, mas parecem envolver a ativagdo da protefna-
quinase A, com subseqiiente fosforilacdo de um canal idnico ou modulagiio de estruturas
citos6licas que conirolam os niveis intracelulares de cdlcio. H4, entretanto, um sistema que
pode regular negativamente 08 nociceptores sensibilizados. Bloqueio direto da hiperalgesia
declarada foi observado apés‘administmgﬁo de dibutiril guanosina monofosfato ciclico (GMP-
¢) ou substincias que esl;imu;ﬁam a guanilato ciclase neuronal, tipo carbacol ou geradores de
6xido nitrico (DUARTE et alii, 1992).

Parece, portanto, que a regulagio funcional, positiva ou negativa, dos nociceptores €

dependente de um balanco nas concentragtes de AMP-c/GMP-c¢, no nociceptor.
3.2. Mediadores algogénicos

Durante o pmceséo inflamat6rio, muitos mediadores de natureza protéica (por
exemplo: interleucinas, fator de necrose tumoral) e lipidica (prostaglandinas, PAF),
combinados com outras substincias liberadas localmente, tanto pelas células residentes como
pelas terminagBes nervosas dos tecidos, mantém ou aumentam o processo inflamatdrio.
Algumas destas substincias sio capazes de estimular diretamente os nociceptores provocando
dor declarada enquanto outras, no caso de prostaglandinas ¢ mediadores simpatomiméticos,
sdo capazes de sensibilizar aqueles receptores. Substincias com capacidade de causar dor
declarada incluem, serotonina, histamina, substincia P, bradicinina, entre outras. As
prostaglandinas e os mediadoies simpatomiméticos, através da sensibilizagio dos nociceptores
e diminui¢io do limiar de excitabilidade dos mesmos, poderiam facilitar a atividade algogénica

de muitas destas substincias, desde que as concentragdes das mesmas, no sitio de flogose, nio
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sio suficientes para estimular os nociceptores, em intensidade suficiente (MONCADA,
FERREIRA & VANE, 1978; CAMPBELL, 1989; PORTENOY, 1989).

J4 estd bem estabelecido que monGeitos e macr6fagos podem desempenhar um papel
importante na regulagio de vérias fungGes celulares, através da secre¢do de citocinas,
particularmente de I1L-1 e TNF (LE & VILCEK, 1987). A participagdo dessas células na dor
do processo inflamatério parece, ocorrer de forma direta através da liberagio de
prostaglandinas provocada por estimulo lesivo ou quimico e indiretamente, por meio da
secregdo de citocinas, as quais levam a liberagdo de prostaglandinas e/ou ativam o sistema
simpdtico (CUNHA et alii, 1991a).

Seguindo esta linha de pensamento, FERREIRA et alii (1988), utilizando modelo de
hiperalgesia em ratos, verificaram que a IL-1[B, administrada sistemicamente, ¢ um agente
hiperalgésico extremamente potente, cerca de 3000 vezes superior a IL-1q, e que a mesma
exerce esse efeito via liberaéﬁo de metabdlitos do 4cido araquidOnico, mais especificamente,
prostaglandinas. Outra citociﬁa que participa da hiperalgesia via dcido araquiddnico é a IL-6, a
qual libera localmente a IL-1, levando a liberagio de prostaglandinas (CUNHA et alii, 1992).

O mesmo grupo também demonstrou que a Interleucina 8 (IL-8) induz hiperalgesia,
através da ativagdo do componente simpético, uma vez que tal hiperalgesia, diferentemente do
que ocorre com aquela induzida pela IL-1[, é bloqueada pelo pré-tratamento dos animais com
agentes simpatoliticos (guanetidina e propranolol), mas ndo o € pelo tratamento com
indometacina (CUNHA et alii, 1991a).

CUNHA et alii (1992), em experimentos utilizando anti-soros especificos para
vérias citocinas, demonstraram que o TNF tem um papel central no desencadeamento da dor
inflamatdria mediando a liberagio das citocinas hiperalgésicas IL-1 e 1L-6 que desencadeiam o

componente prostaglandinico da hiperalgesia e IL-8 que estimula a liberagio de mediadores
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simpatomiméticos, os quais ativam o componente simpitico do processo. Adicionalmente,
demonstrou-se que na hiperalgesia na pata do rato induzida por carragenina, o TNF-o tem um
papel fundamental desencadeando uma cascata de citocinas que culminam com a ativacfo dos
2 componentes da dor inflamat6ria (CUNHA et alii, 1992).

Por outro lado também tem sido demonstrado que a bradicinina parece participar do
desencadeamento da hiperalgesia inflamatéria, em vdrios modelos experimentais
(STERANKA, MANNING & DEHASS, 1988; COSTELLO & HARGREAVES, 1989;
CHAU et alii, 1991). Recentemente, um antagonista especifico dos receptores BK, da
bradicinina, HOE 140, foi capaz de inibir o efeito hiperalgésico tardio da bradicinina. Além
disso, o HOE 140 produziu analgesia em modelos experimentais de dor inflamatéria,
particularmente a hiperalgesia provocada por carragenina (BERESFORD & BIRCH, 1992).

FERREIRA, LORENZETTI e POOLE, demonstraram recentemente que a
hiperalgesia induzida pela bradicinina era abolida pelo pré-tratamento com anti-soro anti-TNF-
o ao passo que aquela provocada pela injecio de TNF-o ndo era inibida pelo HOE 140,
sugerindo que a bradicinina ao induzir TNF-o parece iniciar a cascata de citocinas que
rarticipam da mediagfo da hiperalgesia inflamatéria (FERREIRA, LORENZETTI & POOLE,
1993).

Em adicdo, tem sido mostrado que IL-1J mas ndo TNF-o pode induzir hiperalgesia
em ratos via ativacdo de receptores BK;, tanto aquela provocada por estimulos térmicos
(PERKINS & KELLY, 1993} como por estimilos mecanicos (DAVIES & PERKINS, 1993),
sugerindo que ambos 0s tipos de receptores de bradicinina, BK; e BK,, parecem participar da
hiperalgesia inflamatfria através da ativagdo de uma complexa rede de interagBes entre

mediadores, na qual a bradicinina pode induzir citocinas e vice-versa.
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DRAY & PERKINS, 1993, sugerem que os receptores BK; podem ter um papel
mais significante nos estdgios iniciais da dor inflamatéria, ao passo que os receptores BK;

participam da manutengfo do ¢stado hiperalgésico durante a inflamagfo e a injiria.

4. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Em face do exposto nos itens anteriores torna-se perfeitamente licito indagar se, a
exemplo do que j4 havia sido demonstrado para a migracdo de neutréfilos induzida por
mediadores como IL-1, TNF-o, IFN-y e LTB4 ou por estimulos inflamatérios tipo LPS,
zymosan ou carragenina, teriam os macréfagos residentes um papel mediador central na
iniciagdo de um outro evento como a dor inflamatéria?

No intuito de contribuir na resposta a esta pergunta tornaram-se objetivos deste
trabalho:

1 - Avaliar a capacidade de macréfagos peritoneais em liberar fatores nociceptivos
quando estimulados in vitro com LPS;

2 - Na eventualidade destas células secretarem fatores nociceptivos, caracterizd-los
farmacologicamente;

3 - Estudar o papel da bradicinina e do seu antagonista HOE 140 sobre a atividade
do fator nociceptivo liberado por macréfagos -assim como sobre a atividade nociceptiva de
citocinas (IL-1, TNF-o e IL-8);

4 - Estudar o papel de mediadores liberados por macréfagos peritoneais,

particularmente citocinas (IL-1, TNF-a e IL-8), na inducio da atividade nociceptiva de
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agentes como 4cido acético, zymosan, carragenina e LPS, usando como modelo experimental

o de contor¢des abdominais em camundongos.
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1. ANIMAIS

1.1. Ratos

Foram utilizados ratos Wistar (Ratus norvegicus), machos, pesando de 180 a 200
gramas, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirfio Preto da Universidade de
Sdo Paulo, mantidos em caixas de pldstico em salas com controle de temperatura (23-25°C),

com livre acesso a ragio e dgua.

1.2. Camundongos

Foram usados camundongos Swiss (Mus muscullus), machos, pesando de 20 a 25
gramas, provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo e do Campus do PICI da Universidade Federal do Ceard, mantidos em caixas de

plastico, com livre acesso a ragfo e dgua.

2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

Durante o decorrer dos experimentos foram utilizados diversos aparelhos e
instrumentos, nominados a seguir:

- Agulhas fenestradas;

- Aparelho de ultracentrifugagio (Amicon Corporation);

- Autoclave (FABE);



- Balanga analitica modelo 2004 MP (Beckman);

- Camara de Neubauer 0,100/0,0025 mm?;

- Capela de fluxo laminar vertical (modelo VLFS-12, Veco do Brasil Ind. Com.
Equip. Ltda, Campinas, SP, Brasil);

- Centrifuga Beckman modelo J2-21 (Beckman);

- Estufa de cultura (modelo, 002CB, Fanen Ltda, SP, Brasil);

- Membranas de ultrafiltragio Diaflo R YM-10 (Amicon Corporation);

- Microondas (Brastemp);

- Microscopio Optico (Zeiss-Axiovert 10 - Zeiss West Germany);

- pHmetro modelo pHN-4 (Procyon);

- Placas de cultura de Petri (100x15mm) de vidro;

- Seringas de 20 ml, recicladas por autoclavagem;

- Sonicador (Sonics & Materials Inc. Danbury - Connecticut - USA);

- Tubos cdnicos de pldstico de 13 ml, reciclados por autoclavagem (Corning);

- Tubos Falcon (50 ml) de pldstico, reciclados por autoclavagem (Corning).

3. MEIO DE CULTURA, SOLUCOES, CORANTES E DROGAS

3.1. Meio de cultura

RPMI 1640 com glutamina sem bicarbonato de sédio, produzido pela Interlab sob

licenca do Laborat6rio Flow Ltda. Utilizamos meio com constitui¢do final para 1

litro:
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RPMI simples: meio RPMI 1640 Medium (Sigma, St. Louis, USA; 10,4g);
bicarbonato de sédio (Merck, Sharp and Dohme - MSD, USA; 2,2g); tampio Hepes

(Sigma Chemical Co., USA; 2,381g) e 4gua deionizada Milli-Q, autoclavada (11).

3.2. Solucoes

a) Solugio de Tioglicolato

Meio de Tioglicolato desidratado (Difco, USA), utilizado a 3%, dissolvido em agua

deionizada. A solugio era aquecida em forno microondas (Brastemp) por 5 minutos

e depois resfriada a temperatura ambiente, antes do uso.

b) Salina Tamponada com Fosfato (PBS)

Cloreto de s6dio P.A. (Merck) ..oooooveiiioeie e 8,00g
Cloreto de potdssio P.A. (Merck) ..oooiivviioiiieiece e, 0,20g
Fosfato de s6dio dibdsico P.A. (Merck) ..oooovivivviieiiireee e 1,15g
Fosfato de s6dio monobdsico P.A. (Merck) «..oovvveviieiieieeie e 0,20g
Agua destilada GuS.P. coveeiiie e s 1,001

O pH foi elevado para 7,4 com NaOH 0,1M e a solugio autoclavada antes do uso.

c¢) Solucdo de LPS
Lipopolissacarideo, purificado de E. coli 0111:B4 - controle 635050 (Difco, USA) -

dissolvido em solucdo de cloreto de sédio a 0,9% numa concentragio de 0,025,
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0,25, 2,5, 5,0 e 25,0 pg/ml. Antes do uso esta solugiio era submetida a sonicagio

por 5 minutos.

d) Solucio de Bicarbonato de Sédio
Bicarbonato de Sodio (Merck, Sharp and Dohme, USA), utilizado a 5% (p/v),

dissolvido em 4gua deionizada.

&) Solugio de Acido Acético

Acido Acético Glacial (Merck), utilizado a 0,6% (v/v; 60 mg/kg; concentragio de
629 mg/100ml), dissolvido em dgua deionizada. A solugdo era diluida conforme a

necessidade para obtermos as concentragdes de 0,15 e 0,30%.

3.3. Corantes

a) Corante pancrdmico de Rosenfeld

Giensa-azul-eosina-azul de metileno ......coocooveiiiiveiioni e 97,0mg
May-Grunwald-eosina-azul de metileno .......c...ocooviiiiiiciieicccee e 53,0mg
Metanol P.A. (MErck) oo 1,0 1
b) Corante de Turk

Acido acético glacial P.A. (Merck) ..ooooovviiiiiii et 20,0ml
Azul de MEtIENO oot 05¢g

Agua deStIAN ......oooieoee oot 1,01
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c)EosinaYal%

Eosina Y (Merck) ..ot 10,0g
Agua AeStIlada.... ... 1,01

3.4. Drogas, citocinas e anti-soros

3.4.1. Drogas

a) Acetato de Dexametasona (Decadronal - Merck, Sharp and Dohme - MSD, USA)
- dissolvida em salina.

b) Atenolol (Sigma Chemical Co., USA) - dissolvido em salina.

¢) Bradicinina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) - dissolvida em salina e
mantida em tubo escuro em banho de gelo.

d) Carragenina (Viscarin, Marine Colloids, Inc., USA) - dissolvida em salina.

e) Ciclohexemida (Sigma Chemical Co., USA) - dissolvida em salina.

) Guanetidina (Sigma Chemical Co., USA) - dissolvida em salina.

g) HOE 140 ((iD-Argl, Thi®, (1, 2,3, 4—tetmhydroisOquimim—2~yl~carbonyi)g, ((3as,
7as)-octahydroindol-2-ylcarbony!)’] bradykinin); doado pela Hoechst AG, Frankfurt,
Germany) - dissolvido em salina,

h) Hoprost (ZK 36374; Schering AG) - dissolvido em salina.

i) Indometacina (lote - PRF 619; Merck, Sharp and Dohme - MSD, USA) -
dissolvida em bicarbonato de sédio a 5%.

i) Paracetamol (Sigma Chemical Co., USA) - dissolvido em salina.
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1) Sulfato de polimixina B - gentilmente cedida pela Wellcome Brasil. Dissolvida em
PBS, dependendo do uso.
m) Zymosan (from Saccharamyces cerevisiae; lot 101H0211; Sigma Chemical Co.,

St Louis, USA) - dissolvido em salina.

3.4.2. Citocinas recombinantes

a) Interleucina-1B recombinante humana (thull-1B): 1° padrfo internacional
(codigo 86/680 NIBSC) obtida do National Institute for Biological Standarts and
Control (NIBSC), Inglaterra, através do Dr. Steeve Poole. Cada ampola continha

100.000 Ul/ug de proteina, de atividade especifica.

b) Fator de necrose tumoral-ot recombinante humano (thuTNF-o): também obtido

do NIBSC; cédigo 87/650. Cada ampola continha 40.000 Ul/pg de proteina, de

atividade especifica.

¢) Interleucina-8 recombinante humana (thull.-8): também foi obtida do NIBSC,

através do Dr. Steeve Poole; c6digo 89/520. Cada ampola continha 1pg de proteina.

Todas as citocinas acima foram gentilmente cedidas pelo Prof. Sérgio Henrique

Ferreira do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -

USP.
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~ 3.4.3. Anti-soros especificos

Os anti-soros anti-rhull-1f, anti-rmuTNF-o e anti-thulL-8, e o soro controle (n®
5491), foram todos gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Steeve Poole, do National Institute for

Biological Standarts and Control (NIBSC), Inglaterra.

4. OBTENCAO DO SOBRENADANTE DE CULTURA DE MACROFAGOS

Todas as etapas que serdo descritas referentes & cultura de macréfagos foram
realizadas em condi¢Oes assépticas, utilizando-se para isto uma capela de fluxo laminar

vertical. Os materiais utilizados foram autoclavados a 127°C durante 1 hora.

4.1. Obtengao dos macrofagos peritoneais

Os macréfagos foram obtidos de cavidades peritoneais de ratos que receberam 4 dias
antes, 10 ml de uma solugiio de tioglicolato a 3% (p/v), por via intraperitoneal. Para coleta dos
macréfagos, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical, submetidos a assepsia com
dlcool iodado e imediatamente injetados, por via intraperitoneal, 10 ml de meio de cultura
RPMI (Difco) pH 7,4, contendo heparina (5 U.L/ml de meio). Apés leve massagem retirou-se
0 maior volume possivel do lavado com auxilio de seringas e agulhas apropriadas, fenestradas

de ago inoxiddvel 30 x 18 mm.



4.2. Estimulacio in vitro dos macrofagos com LPS

Os lavados peritoneais foram distribuidos em placas de Petri de vidro, as quais
foram incubadas a 37°C durante 1 hora, a fim de que os macréfagos pudessem aderir ao fundo
das mesmas. Os sobrenadantes foram desprezados e as células aderidas, lavadas com PBS.
Este procedimento elimina a grande maioria das demais células presentes no lavado, visto que
normalmente elas nfio aderem.

Os macré6fagos aderidos eram estimulados com LPS na dose de 5 pg/ml de meio
(RPMD) durante 30 minutos a 37°C. Ao final da incubagdo, a solu¢io contendo LPS era
desprezada, as células lavadas novamente com PBS (3x) e incubadas com 5,0 ml de RPMI por
1 hora a 37°C para extragéio do sobrenadante de cultura de macréfagos (MNF).

Os sobrenadantes de cultura de macréfagos eram entdio reunidos e centrifugados a
200 x g por 10 minutos e a viabilidade celular observada pela técnica de excluséo pela eosina
Y.

Da mesma forma pr()cedi’amos para obtengdo de monocamadas de macréfagos

normais, com exce¢do de que, neste caso, nao estimuldvamos os macréfagos com LPS.

4.3. Obtengao dos sobrenadantes para o teste

Os sobrenadantes foram obtidos da forma descrita acima ¢ ao final eram submetidos
a ultrafiltragdo em membrana Amicon YM-10 e o material retido na mesma ressuspenso em
PBS estéril a 1/10 do volume original ou na concentragdo desejada de acordo com o©

experimento.
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Nestas condigdes, o laboratério de Inflamagiio de Ribeirdo Preto, observou que a
atividade nociceptiva presente no sobrenadante de macréfagos, ndo € devida a presenga de
LPS, visto que o mesmo perdeu sua atividade quando incubado com polimixina B, fato este

nio observado com o MNF (CAMPOS, 1990).

5. TESTE NOCICEPTIVO

A atividade algog€nica do fator nociceptivo secretado por macréfagos (MNF) foi
testada em camundongos no modelo de contorgdes abdominais (COLLIER et alii, 1968). Para
este proposito foi injetado 0,01 ml/g de peso da solugdo de MNF na cavidade peritoneal destes
animais testes. A intensidade da nocicep¢do neste caso foi quantificada por contagem do
nimero total de contorgdes ocorridas nos primeiros 50 minutos apGs a injecio de MNF. A
partir da obtenco da faixa de detecgfio temporal da atividade nociceptiva do MNF, o niimero
de contorgdes passou a ser quantificado entre o 14° e 0 34° minutos. Para os outros estimulos
(zymosan, carragenina, dcido acético e LPS) a observacgfo foi realizada até o 40° minuto apSs

injecdo i.p. dos mesmos.

6. EFEITO DE DIFERENTES DROGAS SOBRE A LIBERACAO E SOBRE A

ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO MNF

Os efeitos da indometacina (lO'SM e 10°*M; CAMPOS, 1990), paracetamol (IO"AM;

CAMPOS, 1990), dexametasona (10°M; CAMPOS, 1990) e ciclohexemida (10°M e 3 x 10
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M; CAMPOS, 1990) sobre a liberacio de MNF in vitro foi testado por adigio destas drogas
na incubacdo, 30 minutos antes do estimulo com LPS das monacamadas de macrofagos.
Durante o perfodo de estimulagio com LPS assim como durante o perfodo de incubagio, as
drogas também estiveram presentes. Para avaliar o possivel efeito destas drogas na resposta
nociceptiva, elas foram adicionadas ao liguido de incubagfo dos controles, permanecendo até o
final da incubacio.

Os efeitos da indometacina (0,5 e 2,0 mg/kg; 30 minutos antes; CAMPOS, CUNHA
& FERREIRA, 1988), paracetamol (100 e 200 mg/kg; 30 minutos antes; CAMPOS, 1990),
atenolol (0,5 mg/kg; 30 minutos antes) e dexametasona (0,5 ¢ 2,0 mg/kg; 30 minutos antes,;
CAMPOS, 1990), sobre a nocicepgio induzida pelo MNF foram testados, tratando-se 0s
animais com inje¢fo s.c.. Para investigar o efeito da guanetidina (30 mg/kg, DUARTE,
NAKAMURA & FERREIRA, 1988) sobre a atividade do MNF, os animais foram pré-tratados

diariamente por injecéio s.c. durante 3 dias consecutivos antes da injegdo do MNF.

7. EFEITO DOS SOROS ANTI-CITOCINAS SOBRE A ATIVIDADE DO MNFK

Os anti-soros (50 pl; anti-rhull-1PB, anti-rmuTNF-o e anti-rhullL-8) e o soro
controle (50 pl), além do veiculo de injecio (salina), foram incubados com MNF (10 vezes
concentrado) por 10 minutos 2 temperatura ambiente antes da injecdo (i.p.; 0,01 ml/g de peso)

da mistura nos animais testes ¢ seus efeitos observados no modelo de contorgdes abdominais.
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8. EFEITO NOCICEPTIVO DO TNF-a, IL-1p E 1L-8

TNF-o (0,5-100,0 ng/animal), IL-13 (0,005-100,0 ng/animal) e IL-8 (0,1-50,0
ng/animal), além de uma mistura de citocinas (100 ng/animal de IL-1 + 50 ng/animal de 1L-8 +
100 ng/animal de TNF; diluiges 1/9, 1/3 ¢ 1/1), foram injetados i.p. (0,01 ml/g de peso) em
camundongos teste e 0 nimero de contorgdes foi determinado entre o 14° e 34° minuto ap6s a
injecdo. A faixa de doses utilizada baseou-se em dados referentes a atividade destas citocinas

no teste de hiperalgesia na pata de ratos (CUNHA et alii, 1992).

9. EFEITO DO HOE 140 E DA BRADICININA SOBRE A ATIVIDADE DA

MISTURA DE CITOCINAS E DO MNF

Para se avaliar o efeito do HOE 140 (5 mg/kg) e da bradicinina (20 pg/animal) sobre
a atividade nociceptiva da mistura de citocinas (diluigdes 1/3 e 1/1; i.p.; 0,01 ml/g de
peso) e do MNF (10 vezes concentrado; i.p.; 0,01 ml/g de peso), os animais foram tratados
com inje¢do 1.p. (0,01 ml/g de peso) de HOE 140, 30 min antes, e de bradicinina, 5 minutos
depois da injecio dos estimulos. Nos baseamos no trabalho de FERREIRA, LORENZETTI ¢

POOLE (1993) para utilizarmos estas doses.
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10. ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO ZYMOSAN, CARRAGENINA, ACIDO

ACETICO E LPS

A atividade nociceptiva do zymosan (0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/animal; RAO et alii,
1994), carragenina (0,125, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/animal), dcido acético (0,15, 0,30 e 0,60%;
DUARTE, NAKAMURA & FERREIRA, 1988) ¢ LPS (0,025, 0,25, 2,5 ¢ 25,0 pg/ml;
CAMPOS, 1990) foi testada no modelo de contor¢Bes abdominais em camundongos apés
injecdo intraperitoneal de 0,01 ml/g de peso. A imensidad¢ da nocicepgao foi quantificada pela
contagem total do ndmero de contor¢Ges apresentadas até 40 minutos apés injec¢io dos

estimulos.

11. EFEITO DA DEPLECAO DE CELULAS PERITONEAIS RESIDENTES NAS
CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ZYMOSAN, CARRAGENINA,

ACIDO ACETICO E LPS

11.1. Lavagem da cavidade peritoneal de camundongos

Os animais eram anestesiados com éter e com o auxilio de uma agulha fenestrada
pequena (de ago inoxiddvel 40 x 12 mm, adaptada em oficina para agulha 20 x 12 mm, na qual
foi feita orificios), colocada na altura do esterno, suas cavidades peritoneais recebiam 10 mi de
salina estéril. Apos leve massagem, a salina era recuperada (£ 8 ml) com o auxilio de 2 outras

agulhas fenestradas pequenas, colocadas na altura da regido inguinal. Este procedimento era
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repetido mais 2 vezes. Apds 30 minutos de recuperagio os animais eram utilizados no teste de

contorgdes abdominais.

11.2. Contagem total e diferencial do niumero de células

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e suas cavidades
peritoneais lavadas com 5 ml de PBS + heparina (5 U.L/ml de PBS) + albumina 3 % (1 ml/100
ml de PBS) para obtencio do exsudato peritoneal. Os exsudatos foram recolhidos e colocados
em tubos identificados.

Em outros tubos, também identificados, 180 ul de Turk foi colocado, e a seguir
adicionados 20 pl do exsudato. A contagem global foi feita em cAmara de Neubauer, com fator
de corregiio igual a 25 (2,5 da cAmara e 10 da diluigdo). O restante do exsudato foi
centrifugado por 5 minutos a 200 x g. Desprezou-se 0 sobrenadante e acrescentou-se albumina
3 % ao sedimento de células. Os sedimentos de células foram ressuspensos em 100 pl de

albumina. LAminas foram feitas para contagem diferencial.

11.3. Atividade nociceptiva do zymosan, carragenina, acido acético e LPS em animais

previamente lavados

Apods a lavagem da cavidade abdominal dos camundongos, conforme descrito no
item 11.1., testou-se o efeito do zymosan (1,0 mg/animal; i.p.), carragenina (1,0 mg/animal;
i.p.), dcido acético (0,6%; i.p.) ou LPS (0,25 pg/ml; i.p.) sobre as contor¢des abdominais de

animais com cavidade depletada de células ¢ de animais controles . Como controle positivo



utilizamos o Iloprost (50 pgrkg), um derivado carbociclico estdvel da prostaciclina - PGL,

capaz de provocar contor¢des abdominais.

12. EFEITO DO AUMENTO DE MACROFAGOS RESIDENTES NAS

CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ZYMOSAN E ACIDO

ACETICO

12.1. Tratamento dos animais com tioglicolato

Os camundongos recebiam 4 dias antes do estimulo (zymosan ou 4cido acético) uma

solugdo de tioglicolato a 3% (p/v; 3 ml) por via intraperitoneal, o qual reconhecidamente,

aumenta o niamero de macréfagos de forma bastante significativa, no tempo avaliado (4 dias).

12.2. Contagem total e diferencial do niimero de células

O procedimento utilizado aqui foi o mesmo descrito anteriormente no item 11.2..

12.3. Atividade nociceptiva do zymosan e do acido acético em animais pré-tratados

com tioglicolato

O efeito da inje¢do de zymosan (1,0 mg/animal; i.p.) e de acido acético (0,3 e 0,6%;

1.p.) em cavidades abdominais de animais pré-tratados com tioglicolato (3%; 3 ml; 4 dias antes)
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foi avaliado no modelo de contorgdes abdominais para verificar a participagdo de células

residentes.

13. EFEITO DA DEXAMETASONA NAS CONTORCOES ABDOMINAIS

INDUZIDAS PELO ZYMOSAN, ACIDO ACETICO E LPS

Avaliamos o efeito da administracdo subcutinea da dexametasona (1 mg/kg; 0,1 ml
em salina), 30 minutos antes dos estimulos zymosan (1,0 mg/animal; i.p.), dcido acético (0,6%:;

i.p.) ou LPS (0,25 pg/mi; i.p.) no modelo de contorgdes abdominais em camundongos.

14. EFEITO DA INDOMETACINA, ATENOLOL E GUANETIDINA SOBRE AS
CONTORGOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ZYMOSAN E ACIDO

ACETICO

Os efeitos da indometacina (0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min antes), atenolol (0,5 ¢ 2,0
mg/kg; 30 min antes), guanetidina (30 e 50 mg/kg; 3 dias consecutivos), e associagdo de
indometacina (0,5 mg/kg) com atenolol (0,5 mg/kg) e indometacina (0,5 mg/kg) com
guanetidina (30 mg/kg) foram testados sobre a- atividade nociceptiva induzida pelo zymosan
(1,0 mg/animal; i.p.; 0,01 ml/g de peso) e pelo dcido acético (0,6%; i.p.; 0,01 ml/g de peso),

tratando-se 0s animais com inje¢des subcutineas (0,1 ml/animal).
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15. EFEITO DOS SOROS ANTI-CITOCINAS SOBRE A ATIVIDADE

NOCICEPTIVA DO ZYMOSAN, CARRAGENINA E ACIDO ACETICO

Os anti-soros (50ul; anti-rauTNF-o, anti-thull-1f e anti-rhull-8) e o soro
controle (50 pl), além do veiculo de inje¢do (salina), foram injetados intraperitonealmente (0,1
ml) e apés 10 minutos, os mesmos animais receberam uma solugio de zymosan (1,0
mg/animal; i.p.; 0,01 ml/g de peso), carragenina (1,0 mg/animal; i.p.; 0,01 ml/g de peso) ou

4dcido acético (0,6%; i.p.; 0,01 ml/g de peso).

16. ANALISE ESTATISTICA

Aos resultados obtidos foram aplicados tratamentos estatisticos para determinago
das médias, dos desvios padres e erros padroes das médias (EPM). Para comparagdes enire
grupos, os seguintes testes estatisticos foram utilizados para determinacdo dos indices de
significincia (p<0,05, no minimo):

a) O teste ¢ de Student para amostras pareadas (SNEDECOR, 1963);

b) A andlise de varidncia (ANOVA), para comparagio de varidveis independentes.
Nos casos em que 0s valores de F obtidos foram maiores que F 0,05 critico, a comparagio
para determinacdo de diferencas estatisticamente significativas entre vdrias médias foi feita

utilizando-se o teste de Bonferroni para comparacdes multiplas.
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1. LIBERACAO POR MACROFAGOS DE UM FATOR COM ATIVIDADE

NOCICEPTIVA

Macréfagos de ratos, provenientes de cavidades peritoneais, previamente elicitados
com tioglicolato (3%, 10 ml, 4 dias antes), quando estimulados in vitro com LPS (5 pg/ml),
liberam no sobrenadante de cultura um(s) fator(es) capaz(es) de induzir o aparecimento de
contorgbes abdominais em camundongos. A esta atividade chamamos de Fator Nociceptivo
Secretado por Macréfagos (MNF). Na figura 1A observa-se que, monocamadas de
macrofagos quando incubadas apenas com meio de cultura RPMI ou com este ¢ estimuladas
com LPS mas colocadas em banho de gelo (4°C) ndo foram capazes de liberar tal fator (MNF)
no sobrenadante da cultura. Nota-se que apenas monocamadas de macr6fagos estimuladas
com LPS e incubadas a 37°C foram efetivas em induzir de forma significativa a liberagio desta
atividade nociceptiva (p<0,01).

Ap6s a injegdo intraperitoneal do MNF observa-se uma atividade nociceptiva que se
inicia por volta do 14° min, é méxima entre o 18° e 0 26° min, e decai por volta do 40° min de
observagdo (Figura 1B). Observa-se ainda que esta atividade € mais intensa quando o material
retido na membrana de ultrafiltragio YM-10 € ressuspenso em um determinado volume de
salina estéril e concentrado 10 vezes (Figura 1B superior). Portanto, a partir deste
experimento, sempre observamos a atividade do sobrenadante de macréfagos estimulados com
LPS (MNF - concentrado 10 vezes) do 14* ao 34° minuto ap6s sua injegdo i.p. (0,01 ml/g de
peso). E importante lembrar que a membrana de ultrafiltragio utilizada para reter este material
descarta moléculas de peso molecular abaixo de 10 KDa concentrando as de peso molecular

acima deste valor.



49

2. INIBICAO IN VITRO DA LIBERACAO DO MNF

O tratamento in vitro das monocamadas de macréfagos com ciclohexemida, inibidor
de sintese protéica (CHX; 107 ¢ 3x10°M), ou com a dexametasona, glicocorticéide (DEXA;
10° M), bloqueou significantemente (48,72% ¢ 56,34% - CHX ¢ 76,44% - DEXA,; p<0,05) a
secregdo do MNF estimulada pelo LPS, sendo que o mesmo nido foi observado com o
tratamento das monocamadas de macréfagos com indometacina (INDO; 10° e 10'M) e

paracetamol (Ptol; 10*M) , inibidores da ciclooxigenase (Figura 2).

3. BLOQUEIO DA ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO MNF

A administragdo subcutfinea de indometacina (INDO; 0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min
antes), paracetamol (Ptol; 100 e 200 mg/kg; 30 min antes) ou dexametasona (DEXA; 0,5 e 2,0
mg/kg; 30 min antes) em camundongos, inibiu (70,97% e 98,18% - INDQO, 38,36% ¢ 94,72% -
Ptol e 62,03% e 75,25% - DEXA, respectivamente; p<0,05) a nocicepgio induzida por MNF
(Figura 3A). O painel B da mesma figura mostra que os blogueadores simpdticos, guanetidina
(Gua; 30 mg/kg; 3 dias consecutivos) e atenolol (Atn; 0,5 mg/kg; 30 min anies), inibiram
parcialmente (30,84% e 44,82%, respectivamente) o efeito nociceptivo do MNF (i.p.; 0,01
ml/g de peso) quando administrados por via s.c: (p<0,05 para o Atn). Entretanto, a associagio
de guanetidina ou atenolol com uma dose de indometacina (0,5 mg/kg), que também inibiu
parcialmente a atividade do MNF, aboliu o efeito nociceptivo do MNF (98,50% e 96,31%,

respectivamente; p<0,05) (Figura 3C).
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FIGURA 1. Atividade nociceptiva do sobrenadante de monocamadas de macréfagos

estimuladas ou nfic com LPS. O painel A mostra o nimero de contorgdes
abdominais induzidas pela injecio do sobrenadante de monocamadas de
macrofagos (i.p.; 0,01 ml/g de peso) estimulados por 30 min com LPS (5 pg/ml)
e incubadas a 4°C ou a 37°C, monocamadas de macréfagos incubadas somente
com meio fresco (RPMI) ou induzidas pela injegfio de salina (SAL). O painel B
mostra 0 curso temporal das contor¢des abdominais induzidas pela injecdo do
sobrenadante de macréfagos estimulados com LPS e incubados a 37°C (Fator
Nociceptivo Secretado por Macréfagos-MNF), em 3 diferentes concentragfes:
(O) concentrado 1x, (®) concentrado 5x e (A) concentrado 10x, no intervalo de
14 a 50 min apds injegfio i.p.. A parte superior deste painel mostra o n° de
contorgdes acumuladas ap6s injecdo i.p. do MNF em 3 diferentes concentragdes:
1x, 5x e 10x concentrado. O ndmero acima de cada barra representa o niimero de
animais ensaiados. As barras representam as médias = EPM do nimero total de
contorgBes ocorridas entre 0 14° ¢ 34° minuto. (*)p<0,01 em relagdo ao grupo
conirole (SAL). ANOVA e Teste de Bonferroni.

N° DE CONTORGCOES
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FIGURA 2. Efeito in vitro da indometacina, paracetamol, ciclohexemida e dexametasona
na detecglo in vivo da atividade do Fator Nociceptivo-MNF liberado por
monocamadas de macrdfagos estimuladas com LPS. O painel mostra o
ndmero de contorgdes induzidas pela injecdo de MNF (0,01 ml/g de peso; i.p.)
liberado por monocamadas de macréfagos estimuladas com LPS (Spg/ml) na
auséncia, MNF (controle), ou na presenga de indometacina (INDO—BO'S e 107 M),
paracetamol (Ptol-10* M),  eiclohexemida (CHX-10° e 3x10° M) ou
dexametasona (DEXAJO‘S M). As barras representam as médias = EPM do
nimero total de contorgdes ocorridas entre o 14° ¢ 34° minuto apés injegio de
MNF. Os valores acima de cada barra representam o ndmero de animais
ensaiados em cada grupo. (*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle (MNF).
ANOVA e Teste de Bonferroni.
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4. ENVOLVIMENTO DE CITOCINAS NA ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO MNF

A figura 4 mostra que a pré-incubagio (10 minutos & temperatura ambiente) do
MNF com anti-soros especificos (50 pl) anti-IL-8, anti-IL-18 ou anti-TNF-o, parcialmente
inibiu a atividade nociceptiva (34,48%, 50,17% ¢ 60,06%, respectivamente; p<0,05 - 1L-8 ¢
p<0,001 - IL-1 ¢ TNF) do MNF.,

Observamos também que a resposta nociceptiva da mistura de citocinas (50 ng de
IL-8 + 100 ng de IL-1 + 100 ng de TNF/animal; 0,01 ml/g de peso; diluiges 1/9, 1/3 e 1/1) é
mais potente (p<0,01 na diluigio 1/1) que a resposta nociceptiva destas mesmas citocinas
isoladamente, TNF (0,5-100 ng/animal), IL-1 (0,005-100 ng/animal) e IL-8 (0,1-50 ng/animal)

ap0s injegdo intraperitoneal (Figura 5).
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FIGURA 3. Efeito da indometacina, paracetamol, dexametasona, guanetidina e atenolol

sobre as contorcoes induzidas pelo MNF. O painel A mostra o ndmero de
contorgdes induzidas pela injecio de MNF (0,01 ml/g de peso; i.p.) em animais
nio tratados (MNF), e em animais pré-tratados por injegio s.c. de indometacina
(INDO; 0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min antes), paracetamol (Ptol; 100 e 200 mg/kg; 30
min antes) ou dexametasona (DEXA; 0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min antes). O painel B
mostra o niimero de contor¢des induzidas pela inje¢io de MNF em animais nfio
tratados (MNF) ¢ em animais pré-tratados por injeco s.c. de guanetidina (Gua;
30 mg/kg/3 dias seguidos) ou por atenolol (Atn; 0,5 mg/kg; 30 min antes). O
painel C mostra o nimero de contor¢des induzidas pela inje¢io de MNF em
animais nfo tratados (MNF) e naqueles pré-tratados por injegdo s.c. de
guanetidina (Gua; 30 mg/kg/3 dias seguidos) associado a indometacina (INDO;
0,5 mg/kg; 30 minutos antes) ou de atenolol (Atn; 0,5 mg/kg; 30 minutos antes)
associado a indometacina (INDO; 0,5 mg/kg; 30 min antes). As barras
representam as médias = EPM do nimero total de contor¢es ocorridas entre 14°
e 34° min apds a inje¢io do estimulo. Os valores acima de cada barra representam
o nimero de animais ensaiados naquele grupo. (*) p<0,05 em relagdo aos
respectivos grupos controles. ANOVA e Teste de Bonferroni.
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FIGURA 4. Efeito dos soros anti-citocinas sobre as contorc¢des abdominais induzidas
pela injeciio de MINF. As contorgdes foram induzidas pela inje¢do i.p. de PBS
ou de MNF (0,01 ml/g de peso) isolado ou MNF pré-incubado 10 min antes com
soro anti-IL-8 (50pD), soro anti-IL-1B (50ub), soro anti-TNF-ou (50ul) ou soro
controle (C). As barras representam a média = EPM do nGmero total de
contorgdes ocorridas entre 0 14° e 34° min ap6s a injecdo do estimulo. Os valores
acima de cada barra representam o ndmero de animais ensaiados em cada grupo.
(*) p < 0,05 em relagio ao grupo controle (MNF). ANOVA e Teste de
Bonferroni.
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FIGURA 5. Efeito de citocinas na inducio de contor¢bes abdominais. PBS, MNF e
diferentes doses de citocinas (ng/cavidade) isoladas ou associadas (mistura de
citocinas/cavidade: IL-1-100ng + IL-8-50ng + TNF-0-100ng, em 3 diluigGes,
1/1, 1/3 ¢ 1/9) foram administradas intraperitonealmente (0,01 ml/g de peso) e 0
ntimero total de contor¢Bes ocorridas entre 0 14% ¢ 34° min apds a inje¢fio dos
estimulos foi computado. As barras representam as médias = EPM do ndmero
total de contorgies. Os valores acima de cada barra representam o ntmero de
animais ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,01 em relagdio ao grupo controle
(PBS). ANOVA ¢ Teste de Bonferroni.
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5. EFEITO DO HOE 140 SOBRE A ATIVIDADE NOCICEPTIVA DA MISTURA DE
CITOCINAS E DO MNF E DA BRADICININA SOBRE A ATIVIDADE

NOCICEPTIVA DA MISTURA DE CITOCINAS

A administragiio intraperitoneal de HOE 140 (5 mg/kg; 30 minutos antes) em
camundongos inibiu (94,69%; p<0,05) o efeito amplificador (216,30%; p<0,01) da bradicinina
(BK; 20 pg/animal; 5 minutos depois; i.p.) sobre as contor¢des induzidas pela mistura de
citocinas (IL-1, IL-8 e TNF-o; dilui¢io 1/3). O HOE também foi capaz de inibir a atividade
nociceptiva da mistura de citocinas (diluigdo 1/1; 66,03%; p<0,05) e a atividade nociceptiva do
MNF (46,67 %; p<0,01), de forma significativa (Figura 6). Torna-se importante salientar que a
bradicinina sozinha, administrada intraperitonealmente (0,01 ml/g de peso) nas dosesde 1, 10 e
100 pg/animal, ndo foi capaz de provocar contorgdes abdominais em camundongos (Tab. ).

TABELA 1 -EFEITO DOSE-RESPOSTA DA BRADICININA
NA INDUCAO DE CONTORCOES ABDOMINAIS

ESTIMULO N® DE CONTORCOES
VEICULO (6) 0,50+ 0,22
BK - lug (6) 0,17 +0,17 (NS)
BK - 10ug (8) 0,33 + 0,33 (NS)
BK - 100pg (8) 0,67 + 0,49 (NS)

Os resultados estdo expressos como média + EPM do niimero de contor¢es abdominais de
um ndmero varidvel de animais, indicados entre parnteses, por grupo, observados do 14° ao
34° min ap6s injecéo i.p. da bradicinina, .

(NS) - Nio significativo - ANOVA - Teste de Bonferroni.
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FIGURA 6. Efeito do HOE 140 e da bradicinina sobre as contorcoes abdominais
induzidas pela mistura de citocinas ¢ pelo MNF. HOE 140 (5 mg/kg) foi
administrado i.p. (0,01 ml/g de peso) 30 min antes da injecdo da mistura de
citocinas (mistura de citocinas/cavidade: IL-1 - 100ng + IL-8 - 50ng + TNF-o -
100ng em duas diluigdes, 1/1 ¢ 1/3) e do MNF (0,01 ml/g de peso). Bradicinina
(BK; 20 pg/animal; ip.) foi administrado (0,01 ml/g de peso) 5 min apds a
injecdo da mistura de citocinas. -As barras representam as médias + EPM do
nimero total de contorgdes ocorridas entre 0 142 ¢ 34° min apés o estimulo com
a mistura de citocinas, 0 MNF ou PBS (conirole). Os valores acima de cada barra
representam o nimero de animais ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,05 em
relagfio ao grupo controle (PBS). ANOVA e Teste de Bonferroni.
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6. ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO ZYMOSAN, DA CARRAGENINA, DO ACIDO

ACETICO E DO LPS

A injecdo intraperitoneal (0,01 ml/g de peso) do zymosan (0,25, 0,5, 1,0 ¢ 2,0
mg/animal), da carragenina (0,125, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/animal), do 4cido acético (0,15,
0,30 e 0,60%) e do LPS (0,025, 0,25, 2,5 ¢ 25,0 pug/ml) foi capaz de induzir contorgbes
abdominais em camundongos de forma dose-dependente quando os animais sio observados
por 40 minutos ap6s os estimulos (Figuras 7, 8, 9 e 10). Nota-se ainda que esta atividade
nociceptiva ¢ mdxima com o uso da dose de | mg/animal de zymosan (p<0,001), I mg/animal
de carragenina (p<0,02), 0,6% de 4cido acético (p<0,001) e 0,25 pg/mt de LPS (p<0,001).
Interessante observar que, com excecdo do 4cido acético, os demais estimulos quando testados
em doses acima daquelas que induziram seus respectivos efeitos médximos, mostraram
respostas da mesma magnitude daquelas observadas com doses pouco efetivas, o que

4

caracteriza tipicas curvas * em sino ”.
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FIGURA 7. Efeito dose-resposta do zymosan na inducio de contorc¢oes abdominais.
Zymosan, nas doses de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/animal, foi administrado i.p. (0,01
ml/g de peso), sendo o veiculo de inje¢do, PBS, usado como controle (C). As
barras representam as médias £ EPM do ntmero total de contorgles ocorridas
até o 40%min ap6s injegio do zymosan ou PBS. Os valores acima de cada barra
representam o niimero de animais ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,02 em
relagdo ao grupo controle (C). Teste ¢ de Student.
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FIGURA 8. Efeito dose-resposta da carragenina na indugfio de contor¢oes abdominais.
Carragenina, nas doses de 0,125, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/animal, foi administrada
i.p. (0,01 ml/g de peso), sendo o veiculo de inje¢io, PBS, usado como controle
(C). As barras representam as médias = EPM do ndmero total de contorgdes
ocorridas até o 40%min apds injecdo de carragenina ou PBS. Os valores acima de
cada barra representam o nimero de animais ensaiados em cada grupo. (*) p <
0,05 em relagfio ao grupo controle (C). Teste ¢ de Student.
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FIGURA 9. Efeito de diferentes concentractes de acido acético na inducio de contorgoes
abdominais. Acido acético, nas concentragdes de 0,15, 0,30 e 0,60%, foi
administrado i.p. (0,01 ml/g de peso), sendo o vefculo de inje¢io, PBS, usado
como controle (C). As barras representam as médias = EPM do niimero total de
contorgdes ocorridas até o 40>min apds injegéo de dcido acético ou PBS. Os
valores acima de cada barra representam o niimero de animais ensaiados em cada
grupo. (*) p < 0,001 em relagdo ao grupo controle (C). Teste ¢ de Student.
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FIGURA 10. Efeito dose-resposta do LPS na inducao de contor¢oes abdominais. LPS,
nas doses de 0,025, 0,25, 2,5 e 25 pg/ml, foi administrado i.p. (0,01 ml/g de
peso), sendo o vefculo de injecdo, PBS, usado como controle (C). As barras
representam as médias = EPM do ndmero total de contorgdes ocorridas até o 40°
min ap6s inje¢do de LPS ou PBS. Os valores acima de cada barra representam o
nimero de animais ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,001 em relagfo ao grupo
controle (C). Teste ¢ de Student.
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7. EFEITO DA DEPLECAQ DE CELULAS PERITONEAIS RESIDENTES NA
ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO ILOPROST, DO ZYMOSAN, DO ACIDO

ACETICO, DA CARRAGENINA E DO LPS

A lavagem peritoneal de camundongos, descrita no item II. 11., reduziu de forma
bastante significativa o ndmero de macréfagos residentes (84,52%; p<0,001) (Figuras 11A ¢
12A). Animais cujas cavidades peritoneais foram previamente lavadas (30 min antes)
receberam entfio inje¢io intraperitoneal (0,01ml/g de peso) de iloprost (50 pg/kg - Figuras 11B
e 12B), de zymosan (1 mg/animal - Figura 11C) e de 4cido acético (0,6% - Figura 11D), além

de carragenina (1 mg/animal - Figura 12C) e de LPS (0,25 pg/ml - Figura 12D). Observou-se

que o Hoprost ndo teve seu efeito alterado com a lavagem prévia das cavidades abdominais dos
animais, comportando-se portanto como controle positivo do procedimento; jd o zymosan
(70,01%; p<0,001), o 4cido acético (86,90%; p<0,001), a carragenina (90,08%; p<0,02) e 0
LPS (91,04%; p<0,001), apresentaram uma queda significativa nas suas atividades

nociceptivas em animais previamente lavados.
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FIGURA 11. Efeito da deplecio de células peritoneais residentes nas contorgoes
abdominais induzidas pelo iloprost, zymosan e acido acético. O painel A
mostra 0 nimero de macréfagos x 10%ml em cavidades normais de camundongos
(controle, C) e naquelas lavadas (L) previamente (30 min antes). Os painéis B, C
e D mostram, respectivamente, o efeito da injecfo i.p. de iloprost (ILO-50pg/kg),
zymosan (ZYM-1,0 mg/cavidade) e 4cido acético (AAc-0,6%) na indugdo de
contor¢des abdominais e animais normais (controle, C) e naqueles submetidos a
lavagem peritoneal (L) prévia. As barras representam as médias = EPM do
ntmero total de contorgdes ocorridas até o 40*min ap0s injegdo dos estimulos.
Os valores acima de cada barra representam o niimero de animais ensaiados em
cada grupo. (*) p < 0,001 em relagio aos respectivos grupos controle (C). Teste
¢ de Student.
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FIGURA 12. Efeito da deplegio de células peritoneais residentes nas contorgoes
abdominais induzidas pelo iloprost, carragenina e LPS. O painel A mostra o
nimero de macréfagos x 10%ml em cavidades normais de camundongos
(controle, C) e naquelas lavadas (L) previamente (30 min antes). Os painéis B, C
e D mostram, respectivamente, o efeito da injegfo i.p. de iloprost (ILO-50ug/kg),
carragenina (Cg-1,0 mg/cavidade) e LPS (LPS-0,25pug/ml - 0,01ml/g de peso) na
inducio de contorgdes abdominais em animais normais (controle, C) e naqueles
submetidos a lavagem peritoneal (L) prévia. As barras representam as médias
EPM do ndmern total de contorgdes ocorridas até o 40°min apés injecio dos
estimulos. Os valores acima de cada barra representam o nimero de animais
ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,02 em relagio aos respectivos grupos
controle (C). Teste ¢ de Student.
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8. EFEITO DA AMPLIFICACAO DE MACROFAGOS RESIDENTES SOBRE A

ATIVIDADE NOCICEPTIVA DO ZYMOSAN E DO ACIDO ACKTICO

O tratamento dos animais com tioglicolato (3%; 3ml; 4 dias antes) aumentou de
forma bastante significativa (128,58%; p<0,001) o niimero de macréfagos residentes nas
cavidades peritoneais de camundongos (Figura 13A). Este tratamento prévio dos animais,
amplificou a resposta nociceptiva observada ap6s a inje¢do de zymosan (I mg/animal; i.p.;
150,43% com p<0,01) ou de dcido acético (0,3% e 0,6%; i.p.; 122,50% com p<0,05 ¢ 46,25%
com p<0,01, respectivamente) de forma também significativa (Figuras 13B, 13C e 13D,

respectivamente).

9. EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE AS CONTORCOES ABDOMINAIS

INDUZIDAS PELO ZYMOSAN, PELO ACIDO ACETICO E PELO LPS

Animais que receberam a inje¢iio subcutanea (0,1 ml) de dexametasona (1 mg/kg, 30
minutos antes) € posteriormente a administragdo intraperitoneal (0,01 ml/g de peso) de
zymosan (1 mg/animal), 4cido acético (0,6%) ou LPS (0,25 pg/ml) tiveram os efeitos
nociceptivos provocados por zymosan (59,59%; p<0,01), 4cido acético (76,41%; p<0,001) ou

LPS (50,45%; p<0,05) reduzidos de forma significativa (Figura 14).
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FIGURA 13. Efeito do aumento da populagiio de macréfagos nas contor¢oes abdominais
induzidas pelo zymosan e pelo acido acético. O painel A mostra o nimero
de macréfagos x 10%ml em cavidades normais de camundongos (controle, C)
e naquelas pré-tratadas com tioglicolato (Tg; 3%; 3ml; 4 dias antes). Os
painéis B, C e D mostram, respectivamente, o efeito da injecdo i.p. de
zymosan (ZYM - 1,0mg/cavidade), 4cido acético (AAc - 0,3%) e dcido
acético (AAc - 0,6%) na inducfio de contor¢des abdominais em animais
normais (controle, C) e naqueles pré-tratados com tioglicolato (Tg; 3%; 3ml;
4 dias antes). As barras representam as médias + EPM do ndmero total de
contorgdes ocorridas até o 40°min apés injecdo dos estimulos. Os valores
acima de cada barra representam o niimero de animais ensaiados em cada
grupo. (*) p < 0,05 em relagfio aos respectivos grupos controle (C). Teste ¢ de
Student.
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FIGURA 14. Efeito da dexametasona sobre as contor¢bes abdominais induzidas por

zymosan, acido acético ou LPS. Nos painéis A, B e C sido mostrados o0s
efeitos do tratamento com salina (-) ou com dexametasona (DEXA; 1 mg/kg;
s.c.; 30 min antes) sobre as contor¢bes abdominais induzidas pela inje¢iio
intraperitoneal de zymosan (ZYM-1 mg/animal), dcido acético (AAc-0,6%;
0,1 mli/10g de peso) ou LPS (0,25 pg/ml; 0,1 ml/10g de peso),
respectivamente. As barras representam as médias = EPM do nimero total de
contorgdes ocorridas até o 40°min apds inje¢iio dos estimulos. Os valores
acima de cada barra representam o nimero de animais ensaiados em cada
grupo. (*) p < 0,05 em relagdo aos respectivos grupos controles (-). Teste ¢ de
Student.
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10. EFEITO DE BLOQUEADORES PROSTAGLANDINICO E SIMPATICO SOBRE

AS ATIVIDADES NOCICEPTIVAS DO ZYMOSAN E DO ACIDO ACETICO

A administracdo subcutinea (0,1 ml) de indometacina (0,5 ¢ 2,0 mg/kg; 30 min
antes) blogueou de forma significativa a atividade nociceptiva do zymosan (91,58% ¢ 100%,
respectivamente; p<0,001) e do dcido acético (34,19% ¢ 89,98%, respectivamente; p<0,001)
em ambas as doses. Entretanto, a administragiio s.c. de atenolol (0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min
antes) e guanetidina (30 e 50 mg/kg; 3 dias consecutivos) blogqueou de forma significativa a
nocicepe¢do induzida pelo zymosan ou por dcido acético, apenas nas maiores doses para o
zymosan (81,44% - Atn e 52,03% - Gua; p<0,001) e em ambas as doses para o dcido acético
(17,06% e 45,16% - Atn e 37,27% e 39,49% - Gua, respectivamente; p<0,01). Quando
associou-se a administracdo de indometacina (0,5 mg/kg) com atenolol (0,5 mg/kg) ou
guanetidina (30 mg/kg), verificou-se o efeito amplificador da indometacina sobre o blogueio
evocado pelo atenolol (84,79% - ZYM e 37,82% - AAc; p<0,001) e guanetidina (73,02% -
ZYM e 52,72% - AAc; p<0,001), tornando este efeito nestas doses também significativos para

o zymosan (Figuras 15 e 16).
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FIGURA 15. Efeito da indometacina, atenolol e guanetidina sobre as contorcbes
abdominais induzidas pelo zymosan. Zymosan (1 mg/animal) foi administrado
ip. (0,01 ml/g de peso) em animais normais (-) e em animais previamente
tratados por via s.c. com indometacina (INDO; 0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min antes),
atenolol (Atn; 0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min antes), guanetidina (Gua; 30 e 50 mg/kg;
3 dias consecutivos), indometacina (0,5 mg/kg; 30 min antes) + atenolol (0,5
mg/kg; 30 min antes) e indometacina (0,5 mg/kg; 30 min antes) + guanetidina
(30 mg/kg; 3 dias consecutivos); sendo o PBS, vefculo de injecdo, usado como
controle (C). As barras representam as médias + EPM do ndmero total de
contorgdes ocorridas até o 40° min apés inje¢do de zymosan em animais
controles e pré-tratados. Os valores acima de cada barra representam o niimero
de animais ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,001 em relagdo ao grupo
controle (C). Teste t de Student.
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FIGURA 16. Efeito da indometacina, atenolol e guanetidina sobre as contorgdes
abdominais induzidas por 4acido acético. Acido acético (0,6%) foi
administrado i.p. (0,01 ml/g de peso) em animais normais (controle, C) ¢ em
animais previamente tratados por via s.c. com indometacina (INDO; 0,5 ¢ 2,0
mg/kg; 30 min antes), atenolol (Atn; 0,5 e 2,0 mg/kg; 30 min antes),
guanetidina (Gua; 30 e 50 mg/kg; 3 dias consecutivos) , indometacina (0,5
mg/kg; 30 min antes) + atenolol (0,5 mg/kg) e indometacina (0,5mg/kg) +
guanetidina (30 mg/kg; 3 dias consecutivos). As barras representam as médias
+ EPM do nimero total de contorgdes ocorridas até o 40° min ap6s injeciio do
dcido acético em animais controles e pré-tratados. Os valores acima de cada
barra representam o nimero de animais ensaiados em cada grupo. (*) p <
0,001 em rela¢fo ao grupo controle (C). Teste 7 de Student
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11. EFEITO DOS SOROS ANTI-CITOCINAS SOBRE AS CONTORCOES
ABDOMINAIS PROVOCADAS PELO ZYMOSAN, PELA CARRAGENINA E
PELO ACIDO ACETICO

A pré-incubagiio do zymosan (Img/animal), da carragenina (Img/animal) ou do
dcido acético (0,6%) com os anti-soros (50 pl) anti-TNF, anti-IL-1 e anti-IL-8, a
temperatura ambiente por 10 minutos, foi capaz de inibir as contorgdes induzidas pelo
zymosan (54,32%, p<0,001 - TNF; 31,68%, p<0,01 - IL-1; 27,81%, p<0,05 - IL-8), pela
carragenina (72,14%, p<0.001 - TNF; 53,92%, p<0,01 - IL-1; 38,92%, p<0,05 - IL-8) ¢
pelo dcido acético (68,23%, p<0,001 - TNF; 53,63%, p<0,01 - IL-1; 34,41%, p<0,05 - IL-

8) de forma significativa, sendo superior com o anti-TNF. (Figuras 17,18 e 19)
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FIGURA 17. Efeito dos anti-soros anti-citocinas nas contorgoes abdiminais induzidas
pelo zymosan., Zymosan (1 mg/cavidade) isolado (controle; - ) ou pré-
incubado com os anti-soros (50 pl), anti-TNF-a, anti-IL-1 e anti-IL-8, além do
soro controle (C), 4 temperatura ambiente por 10 minutos, foi injetado i.p.
(0,01 ml/g de peso). As barras representam as médias = EPM do niimero total
de contorgdes ocorridas até o 40° min apés inje¢do dos estimulos. Os valores
acima de cada barra representam o nidmero de animais ensaiados em cada
grupo. (*) p < 0,05 em relagfo ao grupo controle (C). Teste ¢ de Student
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FIGURA 18, Efeito dos anti-soros anti-citocinas nas contorgoes abdominais induzidas
pela carragenina. Os anti-soros (50 pl) anti-TNF-oi, anti-IL-1, anti-IL-8 ¢ o
soro controle (C), além do veiculo de injec@o, PBS (-), fora injetados i.p. e
ap6s 10 min os mesmos animais recebram uma solucfo de carragenina (1
mg/cavidade; i.p.; 0,01ml/g de peso). As barras representam as médias £ EPM
do niimero total de contorcdes ocorridas até o 40° min apds a injegdo dos
estimulos. Os valores acima de cada barra representam o niéimero de animais
ensaiados em cada grupo. (*) p < 0,05 em relag@o ao grupo controle (C). Teste
t de Student
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FIGURA 19. Efeito dos anti-soros anti-citocinas nas contor¢oes abdominais induzidas
pelo acido acético. Os antisoros (50 ul), anti-TNF-o, anti-IL-1, anti-IL-8 e o
soro controle (C), além do veiculo de injegdo, PBS (-), forma injetados i.p. €
ap6s 10 min os mesmos animais receberam uma solugdo de 4cido acético (0,6
%; 1.p.; 0,01ml/g de peso). As barras representam as médias + EPM do ntimero
total de contorgdes ocorridas até o 40° min apés inje¢io dos estimulos. Os
valores acima de cada barra representam o ndmero de animais ensaiados em
cada grupo. (*) p < 0,05 em relagfio ao grupo controle (C). Teste ¢ de Student
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No presente estudo foi demonstrado que monocarmadas de macréfagos estimuladas
com LPS (Spg/ml) a 37°C, liberam no sobrenadante da cultura um f{ator nociceptivo capaz de
induzir, de forma dose-dependente, atividade nociceptiva em camundongos, determinada pelo
teste de contorgdes abdominais. Tal fator foi denominado neste trabalho de Fator Nociceptivo
Secretado por Macréfagos (MNF). Este achado confirma dados anteriores obtidos no laboratério
do Prof. Sérgio Ferreira do Departamento de Farmacologia da FMRP - USP (CAMPOS,
CUNHA & FERREIRA, 1988).

A atividade nociceptiva deste fator atingiu um platd entre o 18° e 26° minuto apés a
sua injecdo intraperitoneal. Dados bastante semelhanies foram encontrados por CAMPOS et alii
(1988).

De posse desses achados procurou-se caracterizar farmacologicamente este fator
nociceptivo secretado por macréfagos peritoneais. Dessa forma pode-se observar o que se segue
nos pardgrafos abaixo.

O MNF niio ¢ um produto da ciclooxigenase, tipo prostaglandina, prostaciclina ou
tromboxano, dado que sua liberagiio por macréfagos, nio foi blogueada pela adigio de inibidores
da ciclooxigenase, indometacina ou paracetamol ao meio de cultura. A presenga de metabolitos
do 4cido araquiddnico na solugo de MNF foi também descartada pelo procedimento de
ultrafiliragio usado na obtengfo final do MNF concentrado, pois utilizou-se uma membrana
Amicon que descarta moléculas com peso molecular abaixo de 10 Kda, o que € o caso de todos
esses metabolitos do dcido araquiddnico.

Adicionalmente foi também verificado que 0 MNF & um fator de natureza protéica.

Tal conclusdo baseia-se no fato de que ao adicionar-se ciclohexemida, um inibidor de sintese



78

protéica, As monocamadas de macréfagos, ter havido bloqueio na liberagio do MNF. Um
suporte indireto desta observagio foi o fato da dexametasona também ter inibido a liberagdo do
MNF. E bem conhecido que os glicocorticéides sao inibidores cldssicos da liberagdo de citocinas,
incluindo TNF-q, IL-1 e IL.-8 (LEW, OPPENHEM & MATSUSHIMA, 1983, WAAGE &
BAKKE, 1988; BARTON et alii, 1991; SEITZ et alii, 1991).

Ao longo de toda a introdugfo deste trabalho foi bem discutido que macréfagos sdo
células hdbeis em liberar diversas citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-8 & TNF-alfa, as
quais sdo potentes indutoras de hiperalgesia (CUNHA ez alii, 1992). Nesse sentido, investigou-se
no presente trabatho a possibilidade da atividade nociceptiva do MNF ser devida a presenca de
uma dessas citocinas nas amostras de MNF. Usando concentragdes efetivas previamenie
determinadas (CUNHA et alii, 1992), de antisoros especificos anti-IL-1, anti-IL-8 ou anti-TNF-
alfa, observou-se que todos os soros testados inibiram parcialmente, mas significativamente, a
atividade nociceptiva do MNF. Tais resultados sugerem fortemente que a atividade do MNF
pode ser devida a associagfio das atividades de IL-18, IL-8 ¢ TNF-alfa presentes na amostra de
MNF (sobrenadante de macrofagos estimulados com LPS). A presenga dessas citocinas neste
sobrenadante foi recentemente descrita por RIBEIRO et alii (1993, 1995).

No intuito de confirmar que a atividade do MNF pudesse ocorrer por uma
combinagio dessas tr€s citocinas, testou-se a atividade nociceptiva de IL-1, IL-8 ¢ TNF-ot em
diferentes concentragdes, isoladas ou em associagio. Embora estas citocinas isoladamente,
mesmo em altas doses, ndo foram capazes de promover significante atividade nociceptiva no
modelo de contorgbes em camundongos, quando IL-1, IL-8 e TNF-o foram injetadas em

associagio observou-se o surgimento de atividade nociceptiva, a qual em termos de intensidade e
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curso temporal, muito se assemelhou Aquela induzida pelo MNF. Tais dados, portanto,
confirmam que a atividade nociceptiva do MNF deve-se a associagiio das atividades das 3
citocinas avaliadas (IL-1, IL-8 e TNF-o0).

A nocicepgdo causada pelo MNF foi bloqueada de forma dose-dependente por
inibidores da ciclooxigenase, indometacina e paracetamol, assim como por dexametasona. Os
bloqueadores do sistema simpdtico, guanetidina e atenolol, também reduziram parcialmente o
efeito do MNF. Entretanto a associagio dos simpatoliticos com uma baixa dose de indometacina,
que somente inibiu parcialimente o efeito do MNF, aboliu completamente a nocicepgo induzida
pelo MNF. Estd bem estabelecido que a dor inflamatéria resulta da sensibilizagio dos
nociceptores provocada por 2 tipos distintos de mediadores liberados localmente: produtos da
ciclooxigenase e simpatomiméticos (FERREIRA, LORENZETTI & CORREA, 1978; LEVINE
et alii, 1986; NAKAMURA & FERREIRA, 1987; CUNHA et alii, 1991a e 1992). Os resultados
aqui apresentados sugerem que, embora mediadores do sistema simpdtico estejam envolvidos
neste processo, a presenca de derivados da ciclooxigenase parece ser essencial para deflagrar a
atividade do MNF, pois indometacina e paracetamol bloquearam completamente a nocicepgio do
MNF.

O efeito inibitério da dexametasona sobre a atividade do MNF pode ser explicado pela
sua habilidade em bloquear a liberagdo de prostaglandinas via inibigio da fosfolipase A,, assim
como inibigfo da expressdo de ciclooxigenase 2 ( BARNES & ADCOCK, 1993 ).

A participagiio da bradicinina no modelo de nocicepgdo aqui utilizado (contorgdes
abdominais em camundongos), assim como em vdrios outros modelos de hiperalgesia

inflamatéria, tem sido descrita (STERANKA, MANNING & DEHASS, 1988; COSTELLO &
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HARGREAVES, 1989; CHAU et alii, 1991). No presente estudo, demonstrou-se que HOE
140, um antagonista dos receptores BK, da bradicinina, inibiu parcialmente a nocicepgio
induzida pelo MNF, assim como aquela provocada pela administragiio da associagiio de citocinas
(IL-18 + IL-8 + TNF-or). Em adicdo, observou-se que, embora a bradicinina sozinha ndo tenha
sido capaz de induzir nocicepgio, mesmo em altas doses, ela potenciou a atividade nociceptiva de
uma dose inefetiva da associagfio de citocinas (solugdo de IL-16 + IL-8 + TNF-ou diluida 3
vezes). Esses resultados sugerem que a associagio de citocinas deve estar induzindo a produgéo
local de bradicinina a qual, atvando em conjunto com outros mediadores liberados
(prostaglandinas e/ou simpatomiméticos) participam da iniciagio ¢ manutengo do estado
nociceptivo, pelo menos no modelo de contorgBes, aqui estudado. Diferente dos dados ora
apresentados, tem sido descrito que, na hiperalgesia da pata de ratos provocada por carragenina e
LPS, a liberagdo de bradicinina precede e induz a liberacio de TNF-ol, a primeira citocina da
cascata de citocinas hiperalgésicas (CUNHA et alii, 1992). Além disso, bradicinina parece ndo
estar envolvida no efeito hiperalgésico que se segue a injecdo de TNF-o, IL-1 ou IL-8, j4 que seu
antagonista BK,, HOE 140, nido altera tal resposta hiperalgésica (FERREIRA, LORENZETTI &
POOLE, 1993). Uma possivel explicacdo para essa aparente discrepancia € que os modelos
experimentais utilizados (Randall-Selitto x contorgBes) e as espécies de animais (ratos x
camundongos) eram diferentes.

E importante ressaltar que, a semelhanga do efeito inibitério do HOE 140 sobre as
respostas nociceptivas induzidas pela associagﬁ.b de citocinas e pelo MNF ¢ uma outra evidéncia

de que o MINF parece ser de fato uma associagio de IL-18, IL-8 ¢ TNF-a..
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Podemos, portanto, concluir nessa primeira etapa do trabalho, que a atividade
nociceptiva do sobrenadante de macréfagos estimulados com LPS, aqui chamado MNF, ocorre
devido a presenca de IL-1, IL-8 e TNF-o. Estas citocinas induzem nocicepgo principalmenie via
ativagdo do componente prostaglandinico da dor inflamatéria, embora a ativagio do componente
simpdtico também esteja envolvido. Entretanto, elas induzem a liberagio de bradicinina que
participa no deflagrar da nocicepgiio.

Na segunda parte deste trabalho investigou-se a participagio de macréfagos
peritoneais e de produtos secretados pelos mesmos (ex. citocinas e prostaglandinas) na mediagio
da atividade nociceptiva de alguns estimulos inflamatérios cldssicos tais como zymosan e 4cido
acético. O mesmo foi verificado também, embora parcialmente para carragenina e LPS.

Observou-se que todos os estimulos, zymosan, dcido acético, carragenina ¢ LPS,
foram capazes de induzir de forma dose-dependente, resposta nociceptiva quando injetados em
cavidades peritoneais de camundongos, embora as respostas individuais tenham apresentado
caracteristicas peculiares a cada um desses estimulos. Nesse sentido torna-se importante ressaltar
que as curvas dose-respostas do zymosan, carragenina ¢ LPS apresentaram uma tipica forma “em
sino”, indicando que doses acima de um determinado valor, passam provavelmente a provocar
respostas inibitorias. Este tipo de resposta tem sido mostrado na literatura para outros eventos
inflamatérios como a migracio de neutréfilos (CUNHA et alii, 1989). Retomaremos adiante, em
um contexto mais abrangente, a discussdo desse possivel efeito inibitério observado no modelo
utilizado neste trabalho.

No intuito de identificar in vivo a possivel participagio de macréfagos residentes na

dor inflamat6ria, procurou-se demonstrar, através da manipulagio da populagio destas células na
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cavidade peritoneal, as alteragdes de intensidade ocorridas no niimero de contorgdes abdominais
provocadas pela injecdo de zymosan, dcido acético, carragenina e LPS. Dessa forma pode-se
observar que:

(D) A deplegio de células peritoneais residentes, principalmente macréfagos, pela
lavagem prévia destas cavidades, bloqueou de forma bastante significativa, a atividade
nociceptiva induzida por zymosan, dcido acético, carragenina ou LPS (70%, 87%, 90%, 91%,
respectivamente);

(I) Tal procedimento entretanto, em nada alterou a atividade nociceptiva de um
andlogo estdvel de prostaciclina (PGL,), que juntamente com prostaglandina E,, sdio considerados
mediadores finais do fendmeno de dor inflamatéria;

(LII) Por outro lado, quando se aumentou a populagio de macréfagos residentes pelo
tratamento prévio com tioglicolato, verificou-se uma amplificacio das respostas nociceptivas
induzidas pela injecdo 1.p. de zymosan e dcido acético (150%, 122%, respectivamente).

Os dados supramencionados sugerem fortemente que, pelo menos no modelo de
contorgdes abdominais, 0 efeito nociceptivo de zymosan e 4cido acético €, em grande parte,
dependente da presenga de células peritoneais residentes, e surge como consequéncia da
ativagdo dessas células seguida da liberagio de uma cascata de mediadores que seriam o0s
indutores da resposta nociceptiva. Dado que macréfagos representam a grande maioria das
células peritoneais residentes (cerca de 70 a 80%), e que o tratamento prévio com
tioglicolato s6 amplifica em ndmero a populagio destas células, assumiu-se no presente
trabalho que devam ser os macr6fagos as principais células-alvo envolvidas no efeito

nociceptivo do zymosan e do 4cido acético. Nio se pode, entretanto, descartar a
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possibilidade de outras células peritoneais residentes (ex. mastécitos e linfocitos) estarem
também participando do processo. Ademais, esses dados sdo absolutamente coerentes com
aqueles mostrados e discutidos na primeira parte do trabalho, onde verificou-se que
macréfagos quando cultivados na presenga de LPS sdo capazes de liberar um fator (MNF),
0 qual foi ativo em induzir nocicepgiio quando injetado em cavidades peritoneais de
camundongos. Além disso, demonstrou-se que o MNF nada mais ¢ do que uma associagio
de citocinas (IL-1, IL-8 e TNF-o).

Embora ndo se tenha demonstrado no trabalho que o aumento da populagio de
macréfagos amplifica a resposta nociceptiva da carragenina e do LPS, o fato dessa resposta
ter sido reduzida em cerca de 80% apés a deplego prévia de células peritoneais residentes,
pode sugerir que, a exemplo de zymosan ¢ dcido acético, o efeito nociceptivo da carragenina
e do LPS parece ser também dependente da presenca dessas células.

O papel de macréfagos residentes como células iniciadoras da resposta inflamatéria
foi pioneiramente descrito por RUSSO em 1980 para outro evento como o recrutamento de
neutréfilos da circulagfio para o foco inflamatério. FERREIRA neste mesmo ano, baseado
nesses dados, e em outros de seu préprio laboratério, publica um editorial na revista
AGENTS AND ACTION intitulado “Sio os macréfagos as células de alarme do organismo?”
(FERREIRA, 1980).

Seguindo essa linha de raciocinio e utilizando-se da mesma metodologia do
presente estudo, qual seja a manipulagio para mais ou para menos da populacio de
macréfagos peritoneais, j4 foi demonstrado que: (i) a redugdo do nidmero de macréfagos

residentes, por meio de lavagem da cavidade peritoneal, assim como o tratamento com $oro



84

anti-macréfago, diminui significativamente a migra¢iio de neutrdfilos em resposta a inje¢ao
de LPS, zymosan e carragenina (SOUZA & FERREIRA, 1985; SOUZA et alli, 1988); (i) o
aumento da populagdo de macréfagos na cavidade peritoneal pela administragdo prévia de
tioglicolato, aumenta a migrag@o de neutréfilos para essa cavidade em resposta 2 injecio de
LPS, carragenina, soro heterélogo e zymosan (SOUZA & FERREIRA, 1985; SOUZA et
alli, 1988); (i) macrofagos obtidos de cavidades peritoneais, quando estimulados in vitro
com LPS, liberam, de forma dose-dependente, um fator quimiotdxico para PMN-neutréfilos
ativo tanto in vivo como in vitro (CUNHA & FERREIRA, 1986; CUNHA, SOUZA &
FERREIRA, 1986).

O mesmo grupo também demonstrou o papel de macréfagos peritoneais na
migracio de neutr6filos induzida por estimulos endégenos como IL-1-o, IL-103, TNF-a e
TNF-f (FACCIOLI et alii, 1990), além de IFN-y (RIBEIRO, CUNHA & FERREIRA,
1990).

O papel central de macréfagos residentes no acimulo de neutréfilos induzido por
LPS ou TNF-o também j4 foi descrito em outro modelo experimental, o da bolsa de ar
subcutinea em camundongos (HARMSEN & HAVELL, 1990).

TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-8 sdo exemplos tipicos de citocinas multifuncionais
envolvidas na resposta inflamatéria, inclusive na dor, sendo as duas primeiras consideradas
protétipos de citocinas pré-inflamatdrias. A produgfo dessas citocinas ndo € constitutiva,
mas induzida transitoriamente numa variedade de células e por estimulos diversos
(DINARELLO, 1992). A constatagdo da existéncia de uma verdadeira rede de interagfes

entre as citocinas, na qual umas influenciam a expressdo ou inibigio da expressdo de outras,



¢ um aspecto importante neste campo (AKIRA et alii, 1990). Desse modo, ji esta
demonstrado que TNF-oc e IL-1 sdo potentes indutores da sintese de IL-8 e IL-6, sendo esta
tltima reguladora da expressio de TNF-o e capaz de induzir a sintese de IL-1 (AKIRA ez
alii, 1990).

A confirmagio de que macréfagos residentes estariam participando ativamente via
liberagdio de citocinas na deflagragiio da resposta nociceptiva que se segue a injecdo de
zymosan, dcido acético ou carragenina foi obtida, no presente estudo, a partir da observagfo
de que o pré-tratamento dos animais com soros especificos anti-citocinas (anti-IL-1, anti-
TNF-o ou anti-IL-8) atenua significativamente a atividade nociceptiva de tais estimulos.
Nesse contexto, torna-se importante ressaltar que a resposta inibitéria foi superior quando se
utilizou soro anti-TNF-0i, 0o que pode sugerir um papel iniciador para essa citocina na
cascata de mediadores envolvidos na resposta nociceptiva no modelo de contorgdes
abdominais, a exemplo do que ji fora demonstrado no modelo de hiperalgesia na pata de
ratos (CUNHA et alii, 1992). Além disso, j4 est4d bem demonstrado para uma séric de
patologias que TNF-o constitui-se num mediador “piv0”, agindo per se ou através da
indugdio de uma cascata de mediadores, inclusive citocinas (HINSHAW, OLSOM & KUOQO,
1989; FONG & LOWRY, 1990; DINARELLO, 1991).

Finalmente, foi ainda demonstrado na presente investigagio que no modelo de
contor¢des abdominais € também possivel detectar-se os dois componentes da dor
inflamatéria, o componente eicosandide 3‘0 simpético. Desse modo, mostrou-se que
inibidores  seletivos da ciclooxigenase (ex. indometacina) bloqueiam, quase que

completamente, a atividade nociceptiva de zymosan e 4cido acético, e agentes simpatoliticos
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(ex. guanetidina e atenolol) a bloqueiam parcialmente, além de amplificarem o efeito
atenuador de inibidores da ciclooxigenase; o que claramente comprova a ativagio dos dois
componenies a partir da inje¢do de estimulos nociceptivos.

De fato, DUARTE, NAKAMURA & FERREIRA ji haviam descrito, em 1988, a
participacdo do sistema simpético em adigfio a ativagdo do componente protaglandinico no
modelo de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético. Entretanto, esta € a primeira
demonstragdo do envolvimento do sistema simpético associado ao componente eicosandide
nas contorgdes abdominais provocadas por inje¢do de zymosan. Além disso, essa também ¢
a primeira demonstragio da associagio desses dois componentes com citocinas na avaliagio
da atividade nociceptiva no modelo de contorgdes abdominais.

Receniemente, foi demonstrado que a injegdo intraperitoneal de zymosan em
camundongos induz uma tipica resposta inflamatéria aguda caracterizada por grande
infiltragdo de neutrdfilos e marcada biossintese<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>