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cavidade pleural de CamMUNAONQGOS........uuuuurummiriiiiiiieiee e e e
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Figura 19 — Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) adminitrado 0,5 h antes do
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Figura 21 - Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 antes do
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Figura 22 - Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 e 24 h antes
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Figura 23 - Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes do
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Figura 24 — Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 e 24 h antes
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Figura 27 - Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes do
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Figura 28 - Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 e 24 h antes
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Figura 29 - Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes do
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carragenina (Cg, 1%l/cav.), sobre os niveis de leucocitos na cavidade pleural de

(o7= 1010 g o (o] o 01 TP SO RPTPPPPPP

Figura 33 — Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 a 4 h antes
da administracdo da carragenina (Cg, 1%/cav.) na primeira (4 h) fase da
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Figura 35 - Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 - 4 h antes
do agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg, 1%/cav.), sobre os niveis de leucocitos na cavidade pleural de

(o720 4181 g Te (o] e o1 J TSSOSO PP PPPPPRP

Figura 36 - Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes do
agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg, 1%/cav.), sobre os niveis de macrofagos na cavidade pleural de
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Figura 37 - Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
agente flogistico, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina

(Cg, 1%l/cav.), sobre os niveis de leucocitos no sangue de camundongos............

Figura 38 - Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes do
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Figura 40 - Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada de 0,5 a 4 h
antes do agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela

carragenina, sobre o0s niveis de exudacao na cavidade pleural de camundongos.

Figura 41 - Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 antes do
agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina

(Cg, 1%l/cav.), sobre a permeabilidade vascular em tecidos de camundongos......

Figura 42 - Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
agente flogistico, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
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Figura 43 - Efeito da Ciclosporina A (1 e 2 mg/kg, i.p.) administrada 1 e 0,5 h
antes do agente flogistico, na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da pleurisia
induzida pela carragenina (Cg, 1%/cav.), sobre os niveis de nitrato / nitrito na
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Figura 44 - Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
agente flogistico, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
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Figura 45 — Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes do
agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg, 1%/cav.), sobre a infiltracdo e organizacdo celular nos pulmdes de
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Figura 46 — Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
agente flogistico, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
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Figura 48 — Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
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Figura 49 — Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administada 0,5 h antes do
agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg, 1%lcav.), sobre a infiltracdo e a organizacdo celular no baco de
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Figura 50 — Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
agente flogistico, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg, 1%l/cav.), sobre a expressao de moléculas de adesdao CD11a no pulméo de
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Figura 51 — Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes do
agente flogistico, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg, 1%l/cav.), sobre a expressao de moléculas de adesdao CD11a no pulméo de
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Figura 52 — Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
agente flogistico, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
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(o720 4181 g Te (o] 4 e o X< J TSSOSO PP PPPPPRP

Figura 53 — Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 antes do
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Figura 56 — Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes do
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RESUMO Xvi

Andlise da atividade antiinflamatéria do metotrexato e ciclosporina A, no
modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.

Introducao: A pleurisia induzida pela carragenina (Cg) € um modelo de
inflamagéo bifasico pelo qual ocorre aumento significativo de exudacao e de
leucocitos, as custas de neutrofilos 4 h apds a inducdo da pleurisia, esta
também é denominada de fase recente da inflamagdo. A segunda fase, ou
fase tardia ocorre 48 h apds e € caracterizada também pelo aumento
significativo da exudacéao e de leucécitos as custas de mononucleares.
Objetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de imunossupressores
(metotrexato: MTX e ciclosporina A: CsA) sobre os parametros inflamatérios
(leucécitos, exudacdo, enzimas e moléculas de adesdo: CD11a e CD18), em
ambas as fases (4 e 48 h) deste modelo experimental.

Resultados: Ambos os farmacos foram capazes de inibir significativamente a
migracao de leucécitos para a cavidade pleural em ambas as fases (4 € 48 h)
da pleurisia induzida pela Cg (P < 0,05). Além disso, tanto o MTX como a CsA
inibiram também a exudacgéo e os niveis de macréfagos na pleurisia induzida
pela Cg 48 h (P < 0,01). Em relagdo a permeabilidade vascular observamos
que ambos os farmacos inibiram de forma significativa a exudacao pulmonar 4
e 48 h apos (P < 0,05). O MTX e a CsA também inibiram as concentragbes de
MPO 4 h apés a indugao da pleurisia (P < 0,05). Por sua vez, na segunda (48
h) fase desta resposta inflamatéria apenas o MTX inibiu os niveis da MPO (P <
0,01). Ao estudarmos os metabdlitos do 6xido nitrico, observamos que tanto o
MTX como a CsA inibiram de forma significativa este mediador inflamatério na
primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da pleurisia induzida pela Cg (P < 0,01).
Por outro lado o MTX aumentou ou diminuiu os niveis da ADA na pleurisia 4 e
48 h, respectivamente (P < 0,05). Em relacdo a infiltracdo de leucécitos
teciduais ambos os farmacos inibiram a migracdo destas células para os
pulmdes, figado e bago na pleurisia induzida pela carragenina 4 e 48 h (P <
0,01). Nas mesmas condi¢des experimentais, ambos os farmacos inibiram a
expressdo de CD11a nos pulmdes (4 e 48 h) (P < 0,01) e no bago (4 h) (P <
0,01). Além disso, o MTX, mais ndo a CsA inibiu a expressdo de CD11a no
baco 4 h apds a indugédo da pleurisia (P < 0,01). Em relacdo a molécula de
adesdo CD18, tanto o MTX como a CsA inibiram a expressao desta integrina
nos pulmaoes e baco (4 h) apés a inducao da pleurisia (P < 0,01). Além disso, a
CsA e o MTX, foram capazes de inibir a expressao desta molécula de adesao
no baco na segunda (48 h) fase desta resposta inflamatéria. Ja em relacao a
expressao desta molécula de adesao (CD18) nos pulmdes na segunda (48 h)
fase desta resposta inflamatéria, apenas a CsA foi capaz de inibir
significativamente este parametro (P < 0,01).

Conclusao: Estes resultados suportam importantes evidéncias que tanto o
MTX como a CsA, nas doses testadas possuem importantes propriedades
antiinflamatérias, agindo principalmente sobre a migracdo leucocitéria,
exudacao e enzimas que participam da resposta inflamatéria no modelo da
pleurisia induzida pela Cg, em camundongos.



ABSTRACT xvii

Anti-inflammatory effects of metotrexate and cyclosporin A, in the mouse
model of pleurisy.

Introduction: The mouse model of pleurisy is characterized by a significant
enhancement of exudation and cell migration, due to neutrophils 4 h after
pleurisy induction. This phase is named of early phase. The late phase (48 h)
occur 48 h after pleurisy induction and it is characterized by a significant
increase of exudation and cell migration due to mononuclear cells.

Objective: The aim of this work was to analyse the effect of Methotrexate: MTX
and Cyclosporin A: CsA on the early (4 h) and late (48 h) phases on the
pleurisy induced by Cg in mice.

Results: The results showed that either MTX or CsA were effective in inhibitting
the cell migration on both phases (4 e 48 h) into the mouse pleural cavity (P <
0.05). Furthermore, MTX and CsA also inhibited the exudation and the
macrophages on the pleurisy induced by Cg 48 h after (P < 0.01). Furthermore,
these drugs inhibited the exudation in the lung on the early (4 h) and late (48 h)
phases of this pleural inflammation (P < 0.01). It is important to comment that
MTX and CsA also decreased MPO levels 4 h after pleurisy induction (P <
0.05). On the other hand, only MTX inhibited this enzyme 48 h after (P < 0.01).
In relation to (NO) metabolites, we observed that MTX and CsA inhibited
significantly the NO levels 4 e 48 h after pleurisy induction (P < 0.01).
Furthermore, MTX increased or decreased the ADA concentration on the early
(4 h) or late (48 h) phases on this inflammatory process, respectively (P < 0.05).
In the tissues, both drugs decreased significantly leukocyte influx to the lung,
spleen and liver on both phases (4 and 48 h) of the pleurisy induced by Cg (P <
0.01). On the same conditions, MTX and CsA inhibited the CD11a expression
on the lungs (4 and 48 h) (P < 0.01) and in the spleen (4 h) (P < 0.01).
Furthermore, MTX but not CsA inhibited the CD11a expression into the spleen
48 h after (P < 0.01). In relation to the CD18 expression, both drugs inhibited
significantly this integrin into the spleen 4 and 48 h after (P < 0.01) and lung (4
h) (P < 0.01). CsA but not MTX, decreased the CD18 expression in the lungs
48 h after pleurisy induction (P < 0.01).

Conclusion: These results support the evidence that MTX and CsA at the
studied doses have an important anti-inflammatory properties, acting primarly
on the leukocyte migration, exudation and enzymes that participate of the
inflammatory response induced by Cg into the mouse pleural cavity.
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1. INTRODUCAO
1.1 HISTORICO DA INFLAMAGAO

A expressao inflamacéao, foi designada pelos egipcios, e relatada em
papiro em 2500 a.c. Segundo documentos datados de 600 a.c., os povos do
Oriente Médio também utilizavam esta palavra. Inicialmente o termo
inflamacgéo, derivou-se de figuras entalhadas em pedra, cujo significado era
“explodir’. Além disso, a associagdo entre explodir, fogo e inflamagao foi
utilizada também por outros povos, como os Sumérios (700 a.c.). Desta forma,
o termo médico para inflamagéo foi derivado de figuras que expressavam as
sensacdes de “quente e calor” (CONE, 2001).

Celcius no primeiro século (d.c.), recebeu os méritos por ter reconhecido
e descrito os sinais que sao adotados hoje como, sinais cardinais da
inflamacéao: rubor (vermelhidao), tumor (edema), calor e dor. E Galeno (130-
200 d.c.), conceituou este processo como uma reagao que 0ocorre no Corpo
humano, contra a acao de alguma substancia ou corpo estranho. Além disso,
adicionou o quinto sinal cardinal, o que ele chamou de functio laesa, ou perda
da fungéo. A partir dai, este pesquisador sugeriu, que o papel da inflamacéo
seria relacionado principalmente a defesa do organismo (CONE, 2001).

Nos primeiros séculos apds Cristo, o conceito moderno de inflamacao
nao diferiu da definicdo defendida por Celsius: eritema, calor, dor, edema e
perda da funcdo. Hoje em dia, conhece-se bem estes sinais em nivel
microscépico, 0 que nos permitiu descobrir que sao resultados da
vasodilatagdo, do acumulo de leucdcitos, do aumento no fluido intersticial e da

estimulagao na liberagdo de mediadores inflamatérios (CONE, 2001).

1.2 PROCESSO INFLAMATORIO
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O sistema imune dos mamiferos possui inUmeros mecanismos de defesa,
contra a invasdo de microrganismos, trauma e até neoplasias. Este também
possui, a capacidade de remover proteinas desnaturadas e células que
perderam sua funcdo. O sistema imune é composto pelo timo, pela medula
Ossea e pelo bago, com seus bilhdes de células as quais possuem a fungéo de
captura, reconhecimento de antigenos e proteg¢édo do tecido hospedeiro (ALl et
al.,1997).

A reacdo inflamatdria, envolve o reconhecimento do agente ou estimulo
lesivo, para sua posterior destruicdo. O reconhecimento, desencadeia a
ativacdo e a amplificacao do sistema e como resultado ocorre a ativagao de
células e a liberacdo de diversos mediadores responsaveis pela resposta
inflamatoria.

Dependendo do reconhecimento e do tipo dos mediadores liberados,
diferentes tipos de resposta podem ocorrer (celular ou humoral). Dentre estas
podemos destacar: 1) O recrutamento e a ativagado de linfocitos e fagocitos,
que sao importantes componentes da inflamacao; 2) A fagocitose pelos
fagocitos e a geracdo de produtos téxicos, como enzimas proteoliticas,
metabdlitos do oxigénio e proteinas catibnicas que sao responsaveis pela
destruicdo dos microrganismos invasores no tecido hospedeiro, entre outras
(CHIZZOLINI et al., 2000; LATEY, 2001).

O recrutamento e a ativacao de linfocitos também € importante na
inflamacgédo, além de serem os “comandantes desta resposta“, quando o

estimulo requer a produgao de anticorpos para sua destruigéo (Figura 1).
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Figura 1 -Interagbes celulares envolvendo a indug¢éo da resposta imune. A ativagéo e
a proliferagdo das células T auxiliares (Ty) (a) é necessaria para a ativacao da
resposta humoral (b) e resposta mediada por células (c). Retirado e adaptado de
GOLDSBY et al. Disponivel em <

http://www.whfreeman.com/immunology/CHO1/lymphocyteactivation. htm >. Acesso em
18/06/2003.

Todas as etapas da reacgao inflamatoria sdo orquestradas por interacoes
complexas entre 0 que chamamos de mediadores do processo inflamatério.
Atualmente, sdo conhecidos inumeros mediadores, dentre eles podemos
destacar: aminas vasoativas (histamina e serotonina), cininas, sistema
complemento como por exemplo C3a, Cb5a-C5b-C9, componentes da
coagulacdo e de fibrindlise (fibrino-peptideos, produtos da degradacao da
fibrina, entre outros), metabdlitos do acido araquidénico (AA) como os produtos

da via da ciclooxigenase (COX), incluindo endoperéxidos, prostaglandinas
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(PGs) e tromboxanos (TX) e da lipooxigenase (leucotrienos (LT), acidos
hidroxiperoxieicosatetraendico (HPETE) e hidroxieicosatetraendico (HETE),
radicais livres derivados do oxigénio, fator agregante de plaquetas (PAF-
acéter), 6xido nitrico (NO), citocinas, entre outros (BARNES et al., 1998;
ROCCA e FITZGERALD, 2002; CHAKRABORTI, 2003).

De modo didatico, a resposta inflamatéria € categorizada em trés fases
distintas, cada uma delas sendo mediada aparentemente por mecanismos
diferentes. Assim, é inicialmente evidenciada uma fase aguda, de duracao
variavel, em que ocorre vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade
capilar, seguida de uma fase subaguda caracterizada por infiltracdo de
leucocitos e de células fagociticas e posteriormente, ocorre regeneracao
tecidual ou fibrose. Cada uma destas fases estudadas pode ser dividida em
varias etapas que séo apresentadas na Figura 2. Na primeira fase da reagéao
inflamatoria, o aumento do fluxo sangliineo na area lesada, devido a dilatacao
e engurgitamento dos capilares e arteriolas, bem como do recrutamento
adicional de outros vasos que normalmente estdo hipofuncionantes, €
responsavel pelo eritema ou rubor da area comprometida. Além disso, pode
ocorrer também elevacdo da temperatura local (calor) (LATEY, 2001). A
vasodilatacdo se deve a acdo de mediadores, em nivel arteriolar e venular. E
reconhecido que os mediadores liberados nesta fase sdo inumeros, dentre
eles, citam-se as cininas, a histamina, a serotonina, os leucotrienos, o PAF-
acéter, a fragdo Cha do sistema complemento, as prostaglandinas (PGD,
PGE,, PGl,, PGF,,) e as substancias liberadas localmente nas terminacdes
nervosas (as taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina -

(CGRP) (HEDQVIST et al., 2000; LECCI et al., 2000). O exsudato formado
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facilita a liberagdo de outros mediadores, o que amplifica a resposta

inflamatéria.

REACAO INFLAMATORIA
{
LESAO TECIDUAL

(Produtos bacterianos, toxinas, complexos imunes, agressao fisica, citocinas)

l

QUIMIOTAXIA E ADESAO CELULAR

PGD2/PGE,/PGF2q -vasodilatagao / vasoconstricao
5-HETE -quimiotaxia
PAF (célula endotelial) -quimiotaxia, aumento da permeabilidade, agregagao leucocitaria
IL-8 (mondcitos) -quimiotaxia de granulécitos
Leucotrienos -aumento da permeabilidade e edema / vasoconstricdo
Ativagdo do Fator XIl da coagulagdo -formacé&o de cininas, coagulagédo e fibrindlise
Ativagdo do Sistema Complemento -C5a (quimiotatico), C3b (fagocitose)
C5a, TNF -expressao das integrinas na superficie dos leucécitos: LFA-1, Mac-1
IL-1, TNF -expressdo de moléculas de adesdo na superficie das cél. endoteliais: ELAM-1,
ICAM-1, VCAM-1
!

MARGINALIZACAO, ADESAO, MIGRAGAO E ACUMULO DE LEUCOCITOS

{
Granulécitos -liberagé@o de enzimas lisossomais, radicais livres do O, 6xido nitrico.
Monécitos -mobilizagéo, ativagdo, transformagéo pelas citocinas (C5a, FMLP, IFN, IL-1, MCP-1,
TGF-B, TNF).
Macroéfagos -quando ativados liberam proteases, colagenases, 6xido nitrico metabdlitos do acido

araquidénico, citocinas (CSFs, PDGF, FGF, TGF-, IL-1, IL-8, TNF)
Células Epitelidides -transformagéao induzida pelo INF-A
{

APOPTOSE de células adjacentes e de granuldcitos (estimulada pelo TNF,, NO, inibida por CSF, C5a),
APOPTOSE de mondécitos (estimulada pela IL-4, inibida pela IL-1B, CSF, INFy, TNF,)

l

RESOLUCAO INFLAMATORIA

Figura 2- Mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria.
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A segunda fase da resposta inflamatéria é caracterizada pela migracao de
leucocitos e de outras células fagociticas para o sitio da lesdo. De um modo
geral, denomina-se de quimiotaxia o processo pelo qual as células leucocitarias
sao atraidas para o sitio do processo inflamatério. Estes fatores quimiotaticos
sdo gerados tanto na corrente sanguinea quanto no sitio da lesdo. Assim, o
sistema complemento e as cininas sdo considerados importantes fatores
quimiotaticos de origem plasmatica (ALl et al., 1997; FRANGOGIANNIS, et al.,
2002). A mobilizacao adequada dos leucdcitos circulantes é fundamental para a
defesa do organismo, devido a sua capacidade fagocitica e de destruicdo do
agente nocivo. Entre os leucécitos, os neutréfilos possuem papel importante
nesta fase da reacao inflamatoéria.

Existem muitas revisbes demonstrando que na vigéncia de certas
reagdes inflamatérias ocorre a ativagdo do sistema complemento com a
liberacao do fragmento C5a, que é quimiotatico para os neutréfilos (ALl et al.,
1997; FRANGOGIANNIS et al.,, 2002). Por exemplo, quando anticorpos
especificos interagem com a superficie de um microorganismo patégeno, o
complexo antigeno-anticorpo formado estimula a protedlise dos componentes
da via classica do sistema complemento. Através de reacdes bioquimicas e
enzimaticas, proteinas precursoras sao clivadas em fragmentos que, por sua
vez, vao ativar outros componentes do sistema complemento. As principais
proteinas deste sistema, que sdo liberadas no plasma e que participam da
quimiotaxia sado os componentes C3a e Cba (ALl et al, 1997;
FRANGOGIANNIS et al., 2002). Outros eventos como a desgranulagéo local
de mastoécitos e a indugdo da agregacao plaquetdria podem resultar na
liberacdo de mediadores que sdo quimiotaticos para macrofagos e monaocitos

(BUSSE e LEMANSKE, 2001; HE et al., 2002; HOLGATE, 2002). Entre os
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mediadores considerados quimiotaticos, citam-se: PGl,, PGD,, PGE2 e PGF»,,
5-HETE, cininas, fibrino-peptideos, peptideos liberados por neutréfilos e o
leucotrieno B4 (LTB,), entre outros (ROCCA e FITZGERALD, 2002; EVANS et
al., 2003).

Paralelamente, com a geracdo plasmatica ou no sitio da lesdo de
fatores quimiotaticos, juntamente com a vasodilatacdo local, ocorrem
mudancgas na distribuicdo dos componentes celulares em relagdo ao fluxo
sanguineo (SIEGELMAN et al., 2000). Nesta condigdo, os leucécitos, que
normalmente circulam no centro da luz vascular, passam a ser detectados nas
proximidades da parede do vaso, sendo este processo denominado de
marginalizagdo leucocitaria. Além disso, a migragdo celular é facilitada pela
expressdo de moléculas de adesdo em diferentes tipos de células (JUNG et
al., 1998; SIEGELMAN et al.,, 2000). Estas moléculas sdo expressas por
estimulos gerados no sitio do processo inflamatério e tém sido identificadas
tanto em leucécitos, macréfagos, fibroblastos, plaquetas como em células
endoteliais (JUNG et al., 1998; SIEGELMAN et al., 2000). E reconhecido,
atualmente, que os fatores quimiotaticos que estimulam tanto os leucécitos
como as células endoteliais a expressar moléculas de adesao facilitam, em
Ultima analise, a adesividade entre estas células, processo este conhecido
como rolling (WALZOG et al., 1999). A adesao posterior dos granulécitos a
parede do endotélio facilita a migracdo destas células para o foco da leséo

(Figura 3).
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Figura 3 — Quimiotaxia de leucécitos para sitios inflamatérios. As selectinas e as integrinas
expressas nos leucécitos atuam em sequiéncia, se sobrepondo. O uso de diferentes
moléculas pode gerar alguma especificidade no recrutamento de células inflamatérias.
Fatores quimiotaticos sdo necessarios tanto para a ativagdo bem como para a migragao
transendotelial de leucécitos. Retirado e adaptado de GAHMBERG et al. Leukocyte adhesion
group. Disponivel em <http://www.helsinki.fi/ml/biotiet/biokemia/lag/index.html>. Acesso em
23 de junho de 2003.

1.3 CELULAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA INFLAMATORIA
1.3.1 POLIMORFONUCLEARES

Os leucodcitos polimorfonucleares sdo as primeiras células a serem
recrutadas para o sitio da lesédo tecidual em processos inflamatérios, sdo eles
0S responsaveis, junto com os macrofagos, pela fagocitose e destruicao do
agente causador da inflamacao (BIASI et al.,, 2003). Apds a migracao dos
polimorfonucleares dos vasos até o sitio inicial da inflamacdo, ocorre o
reconhecimento e a fagocitose do agente estranho causador da agressao,

pelos polimorfonucleares e macréfagos. Em seguida, ja dentro do citoplasma
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destas células, o agente estranho é fundido a fagolisossomas, os quais contém
enzimas com funcdo de destruicio do mesmo. Dentre estas enzimas,
podemos destacar a mieloperoxidase, uma protease presente em neutréfilos e
mondécitos (RODRIGUES et al., 2002).

A migragéo de leucécitos para o sitio da inflamag¢do é um acontecimento
comum em diversas patologias. O acréscimo do numero de polimorfonucleares
nos pulmodes, tem sido detectado em pacientes com doencas inflamatérias,
como a pneumonia € a doenca obstrutiva crénica pulmonar. O aumento de
polimorfonucleares ativados em tecidos, promove uma lesao decorrente da
liberacao de suas substancias toéxicas, incluindo proteases e espécies reativas
do oxigénio (ROS), resultando na progressdo da doenca (RIDGER, et al.
2001). A reducao na migragao de polimorfonucleares para os pulmdes nestes
pacientes parece ter um valor terapéutico importante, embora o conhecimento
sobre as etapas envolvendo a migragéo celular e a leséo tecidual ndo estarem

totalmente elucidadas (RIDGER, et al. 2001).

1.3.2 FAGOCITOS MONONUCLEARES

O sistema fagocitico mononuclear possui duas fungbes principais,
realizadas por dois tipos celulares distintos: os macréfagos, cuja funcao
predominante é remover antigenos particulados; e as células apresentadoras
de antigeno (APC), cuja funcado é internalizar e apresentar o antigeno aos
linfocitos T (KIM et al., 2003).

Os mondcitos circulantes no sangue quando necessario, migram para
o tecido em resposta a um estimulo lesivo, onde entdo se transformam em
macréfagos, e fagocitam ativamente organismos, bem como células tumorais.

Os macréfagos fagocitam o agente agressor, pois possuem receptores
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especificos. O antigeno se liga aos macrofagos por meio de produtos do
sistema complemento (C3b) e as imunoglobulinas do tipo IgG, se aderem a

membrana celular microbiana (ROSENBERGER e FINLAY, 2003).

1.4 MOLECULAS DE ADESAO

Durante o processo inflamatorio, existem a liberagdo de substéncias
conhecidas como quemocinas, as quais sao responsaveis por direcionar as
células inflamatérias para o foco da inflamacado (CASCIERI e SPRINGER,
2000). No entanto, para que os leucdcitos possam atravessar a parede dos
vasos sanguineos, migrarem através dos tecidos e chegarem no foco
inflamatério, € necessario a expressao de glicoproteinas de membrana,
conhecidas como moléculas de adesao (LEY et al, 1998). Ap6s a expressao
destas moléculas na parede interna dos vasos sangliineos e também nos
leucdcitos, ocorre ainda uma cascata de eventos. O primeiro passo envolve
uma interagao fraca entre os leucécitos circulantes e a parede interna dos
vasos, a qual € mediada pela familia de moléculas de adesdo denominada de
selectinas, esta etapa também €& conhecida como rolling. A seguir, o estagio
inicial evolui para uma aderéncia firme entre os leucocitos e a parede interna
dos vasos, pelo qual é mediada pelas integrinas e pela superfamilia das
imunoglobulinas (CAMs). Apés estabelecida esta segunda fase, os leucocitos
encontram-se aptos a atravessarem a parede dos vasos em direcao ao etimulo
quimiotatico, etapa esta, também conhecida como transmigracao endotelial

(Figura 4) (PANES, 1999; MULLER, 2003).
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Figura 4 — Interagdes entre os leucocitos e a expressdao das moléculas de adesdo no vaso.
Rolamento, adesao, migragao transendotelial, selectinas, integrinas e ligantes das moléculas de
adesao. Adaptado de VERDIER, C. Rolling, adhesion and transmigration of a leucocyte on the
endothelium lining. Disponivel em < http:/rheologie.ujf-grenoble.fr/~verdier/interests.html>.

Acesso em 23 de junho de 2003.

Na tabela 1,

estdo resumidas as principais familias de moléculas de

adesao envolvidas em processos inflamatérios com suas respectivas funcoes.

Tabela 1 — Moléculas de adesao envolvidas na resposta inflamatéria, e sua interagao

com os leucdcitos e o endotélio.
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INTERAGCOES ENDOTELIO-LEUCOCITOS - PROTEINAS DE ADESAO

Designacao
Moléculas de Adesao 9 9 Localizacao
Alternativa

Familia das Selectinas
P-selectina, E-selectina,

L-selectina LAM':akECéBné;LMEL' todos leucocitos GlyCAM-1, CD34, Rolamento
9; MAJCAM
P-selectina PADGEM, GMP-140, células endotelials, L-selectinas, PSGL-1 Rolamento
CD62P plaquetas
E-selectina ELAM-1, CD26E células endoteliais | "S€1°CNas, PSGLT, | gojamento
Familia das Integrinas
. Adesao,
AP, CD11a/CD18, LFA todos leucocitos ICAM-1, ICAM2 Migracao
anb> CD11b/CD18, Mac-1 granulocitos, ICAM-1, C3bi, Adesdo
monacitos fibrinogénio
granuldcitos, 1 i . =
ap CD11¢c/CD18 monécitos VCAM-1, fibronectina Adesao
Adby CD49d/CD29/VLA-4 | INfocitos, monocitos, | yoapy 1 fibronectina | Adesdo
eosinoéfilos, baséfilos
Ay CD49d/p, LPAM-1 | linfécitos, eosinéfilos MAdCAM-1, VCAM-1, Adesido
fibronectina
Superfamilia das
Imunoglobulinas
ICAM-1 CD54 endotélio, monocitos | LFA-1,Mac-1,CD43 | d°sao
igracao
- Adesao,
ICAM-2 CD102 endotélio LFA-1 Migracio
VCAM-1 CD106 endotélio VLA-4 Adesido
PECAM-1 CD31 endotélio, leucocitos, | PECAM-1 (homc_:flllco) A_desag,
plaquetas o, (heterofilico) Migracao
. . Adesao,
MAdCAM-1 - endotélio L-selectina, o4f; Migracao

Moléculas de adesao envolvidas nas interagbes entre os leucécitos e o endotélio. (ELAM — adeséo leucdcito-
endotélio); ESL (ligante da E-selectina); GMP (proteina granular de membrana); LAM (molécula de adesgao
leucocitaria); LECAM (molécula de adesao celular linfécito-endotélio); LFA (antigeno relacionado a fungéo
linfocitaria); PADGEM (proteina granular de membrana dependente da ativagdo plaquetaria). Adaptado de
STVRTINOVA et al. Inflammation and fever. Disponivel em: < http:/nic.sav.sk/logos/books/scientific/z.html>.
Acesso em 18 de junho de 2003.

1.5 ENZIMAS CELULARES ENVOLVIDAS NA INFLAMAGAO

1.5.1 MIELOPEROXIDASE
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A mieloperoxidase é uma enzima liberada de neutréfilos ativados e
corresponde a 5% do peso seco destas céulas. Em conjunto com perdxido
de hidrogénio (H20,), cofatores halides oxidaveis (haleto) e pH &cido,
produz acido hipocloroso (HOCI). De forma geral, a ativacdo do sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) gera inumeros
radicais livres, dentre eles destacam-se: anion superéxido(O;’), radicais
hidroxilas (OH’), acido hipocloroso (HOCI) (P1ZZO, 1997). Este altimo tem
forte poder oxidante e rapidamente interage com outras moléculas, como,
por exemplo, aminas, tidis, tioésters e nucleotideos. Dai, resulta a
formacdo de um sistema antimicrobiano potente desenvolvido no
fagolisossoma que tem capacidades antibacteriana, antifungica, antiviral e
antimicoplasmal (EISERICH et al, 1998).

Estudos tém demonstrado o envolvimento desta enzima, bem como
a formacdo de anticorpos citoplasmaticos anti-neutréfilos (ANCA)
(SEDIVA et al, 1998; REYNOLDS et al., 2002) em diversas patologias:
nas leucemias mieléides (KONIKOVA et al., 1998), na glomerulonefrite
(TAKEDA et al., 1998), na doenga de Alzheimer (COMBARROS, et al.,
2002), entre outras. A auséncia da mieloperoxidase retarda a atividade
microbicida dos neutréfilos apés a fagocitose dos microorganismos. Na
deficiéncia desta enzima, a atividade da peroxidase estd ausente nos
neutrofilos e nos mondécitos, porém, presente nos eosinéfilos (BOXER, 1997;
PI1ZZO, 1997). Todavia acaba ocorrendo destruicdo eficaz das bactérias, pois
os neutrofilos com deficiéncia de mieloperoxidase acumulam mais peréxido de
hidrogénio do que os neutréfilos normais, melhorando a atividade bactericida
dos neutrdfilos envolvidos (BOXER, 1997). A deficiéncia de mieloperoxidase,

um distdrbio autossdbmico recessivo, constitui o disturbio hereditario mais
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comum da fungao dos neutrofilos, com uma estimativa de freqiiéncia variando
de 1 em cada 2000 a 1 em cada 4000 (BOXER, 1997). Do ponto de vista
clinico, o problema mais freqliente consiste em aumento das infecgbes por
Candida sp em alguns pacientes com diabetes mellitus concomitante (BOXER,

1997).

1.5.2 ADENOSINA-DEAMINASE

O processo inflamatério é crucial para a destruicdo de patdégenos e de
células infectadas por virus pelo sistema imune celular, que secreta uma
variedade de citocinas e substancias pro-inflamatérias (HOLLER, 2002). Por
outro lado, a ativacdo de substancias pro-inflamatérias também resulta em
efeitos indesejados para o organismo, principalmente causando leséo tecidual.
Dentre estes mediadores, podemos destacar a adenosina-deaminase (ADA), a
qual em grandes quantidades pode diminuir consideravelmente os niveis de
adenosina, um poderoso autacoéide antiinflamatorio (MABLEY et al., 2003).

A ADA é uma enzima presente no metabolismo das purinas. Ela cataliza
irreversivelmente a deaminagdo da desoxiadenosina e adenosina a
desoxinosina e inosina, respectivamente, e possui um papel importante na
maturagdo e atividade de mondcitos e linfocitos (KAYACAN et al., 2002). A
ADA também regula os niveis plasmaticos de adenosina, a qual esta associada
diretamente com a resposta inflamatéria e a producao de citocinas (ZIDEK,
1999). Diversos estudos tém demonstrado que a ADA é uma enzima liberada
principalmente por linfécitos ativados (BLACKBURN et al, 1998;
GROOTEMAN et al., 2000). Além disso, a atividade desta enzima ocorre por
meio da acdo das isoenzimas denominadas ADA-1 e ADA-2. O aumento da

atividade da ADA tem sido encontrada no soro de pacientes com tuberculose,
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leishmaniose cutdnea, lepra, brucelose, salmonelose, imunossuprimidos,
submetidos a transplantes renais, rejeicdo de enxertos, entre outros
(BLACKBURN et al., 1998; COLLAZOS et al., 1998; EREL et al., 1998). Estes
estudos demonstram que a ADA é um importante marcador da severidade da
resposta inflamatoria (LLUIS et al., 1998). Porém, seus niveis aumentados tém
sido considerado um marcador inespecifico da imunidade mediada por células

(LIU et al., 2000; BLACKBURN, 2003).

1.6 MEDIADORES DA INFLAMACAO
1.6.1 EICOSANOIDES

Os eicosandides sao metabdlitos ativos biologicamente, derivados do
acido araquidénico (AA), e que participam diretamente das reacoes
inflamatoérias. S&o formados a partir dos fosfolipideos de membrana, em
resposta a uma variedade de estimulos fisicos, quimicos, hormonal, citocinas,
entre outros. O acido araquiddénico € mobilizado dos fosfolipideos de
membrana que através da acao das fosfolipases, degradam os fosfolipideos
transformando-os em acido araquidénico. Posteriormente, o AA ainda pode
sofrer a agdo de duas classes de enzimas completamente diferentes, as
ciclooxigenases (COX1 ou COX-2) e a 5-lipooxigenase, cada uma promovendo

a formagao de mediadores da inflamacéo (Figura 5).

Fosfolipideos de membrana celular

Acido Araquidénico

m;lm 5-HPETE




INTRODUCAO 16

Figura 5 — Metabolismo do Acido araquidénico, e liberagdo dos eicosandides. COX-1 =
ciclooxigenase 1; COX-2 = ciclooxigenase 2; 5-HPETE = acido hidroxiperoxieicosatetraendico;
PGl, = prostaciclina l,; TXA, = tromboxano; PGF,, = prostaglandina F2 alfa; PGE, =
prostaglandina E,; PGD, = prostaglandina D,. Adaptado de EVANS et al., 2003.

Quando o &cido araquidénico sofre acado das ciclooxigenases, ha a
formacao dos chamados prostandides, dentre os quais podemos destacar:
TXA,;, PGH,, PGFy, PGE;, PGD,, PGl (FITZGERALD et al, 2001;
SUBONGKQOT et al, 2003). O acido araquiddnico ainda pode ser convertido a
outros mediadores da reacdo inflamatéria, chamados de leucotrienos, pela
acao da enzima 5-lipooxigenase (PARENTE e PERRETTI, 20083).

Os eicosandides sdo importantes mediadores da inflamacéao, entretanto
participam diretamente de processos fisiologicos, como a homeostase,
contracao uterina no trabalho de parto, além da funcao renal (FUNK, 2001;
SUBONGKOT et al, 2003). Na tabela 2, estdo mencionados os principais

efeitos dos eicosanoides no organismo humano.
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Tabela 2 - Resumo das principais funcdes fisiolégicas e inflamatérias dos mediadores
eicosanoides.

SUBSTANCIAS DERIVADAS DA ACAO DAS ENZIMAS CICLOOXIGENASES (COX-

1 e COX-2)
TXA, Vasoconstricgao e ativagao da agregagao plaquetaria
PGl Vasodilatagao, inibigao da agregagao plaquetéria
PGF5, Vasoconstrigao, ovulagéo
PGE- Vasodilatagao, aumento da permeabilidade vascular, febre, dor, fungao renal
PGD, Vasoconstricdo, reagdes alérgicas, regulagéo do sono

SUBSTANCIAS DERIVADAS DA ACAO DA ENZIMA 5-LIPOOXIGENASE

LTA, Precursor de leucotrienos com agao fisiolégica

LTB, Quimiotaxia, vasoconstri¢gao

LTC, Broncoespasmo, vasoconstriccdo, aumento da permeabilidade vascular
LTD, Broncoespasmo, vasoconstriccdo, aumento da permeabilidade vascular
LTE, Broncoespasmo, vasoconstriccdo, aumento da permeabilidade vascular

PGl, = prostaciclina 1,; TXA, = tromboxano; PGF,, = prostaglandina F2 alfa; PGE, =
prostaglandina E,; PGD, = prostaglandina D,; LTA, = leucotrieno A4; LTB, = leucotrieno By;
LTC, = leucotrieno C4; LTD,4 = leucotrieno Dg4; LTE, = leucotrieno E,. Adaptado de Evans et al.,
2003.

1.6.2 OXIDO NITRICO

A vasodilatagdo que ocorre nas fases iniciais do processo inflamatério,
induzida por diferentes agentes, incluindo bradicinina, histamina, substancia P,
serotonina e trombina, € dependente da liberacdo do fator relaxante derivado
do endotélio, o NO (HOLZER, 1998). O NO enddgeno possui um papel
importante na regulagdo de diversas atividades fisiolégicas, incluindo o

relaxamento vascular, a inibicdo da agregacao plaquetaria, a neurotrasmissao,
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as atividades anti-microbiana e anti-tumoral dos macrofagos, entre outras
(DJUPESLAND et al., 2001).

O NO é um géas derivado do metabolismo da L-arginina pela agdo da
enzima oxido nitrico sintase (NOS). O NO gerado difunde-se pelas células e
ativa a guanilato ciclase soluvel, resultando na formacdo do monofosfato
ciclico de 3, 5-guanosina (GMPc). Na musculatura lisa, o GMPc causa
relaxamento (BALTRONS et al.,, 2003). Outros efeitos deletérios do NO,
entretanto, sdo decorrentes da acao citotéxica de alguns de seus metabdlitos,
como, por exemplo, o peroxinitrito e os nitrosotidis (CUZZOCREA et al., 2000;
SZABO, 2003).

Sao descritas 3 isoformas da NOS (ALDERTON et al., 2001; CIRINO et
al., 2003), das quais 2 sado constitutivas (NOc) e estdo localizadas no tecido
nervoso central (6xido nitrico sintase neuronal: NOSn ou NOS 1), e a outra,
nas células endoteliais (6xido nitrico sintase endotelial: NOSe ou NOS Ill)
(AUBRY et al., 1997; CIRINO et al., 2003). J4, a 6xido nitrico sintase induzida
(NOSi ou NOS Il) ndo é, em geral, expressa em condi¢des fisiologicas.
Diversos agentes, como citocinas inflamatoérias, oxidantes e endotoxinas de
bactérias Gram-negativas, induzem a sua expressdao em diferentes tipos
celulares como os macréfagos (MUHL e DINARELLO, 1997), os neutréfilos
(EISERICH et al., 1998), os mononucleares (ROUZAUT et al., 1999), os
eosinofilos (FERREIRA et al., 2002) e as células da musculatura lisa vascular
(CHA et al., 2001). Essa enzima é pouco dependente de calcio (Ca*®). A
expressao da NOSi resulta na geracdo de quantidades muito maiores de NO,
em comparag¢ao com aquelas produzidas pela NOc.

A NOSi estd envolvida na fisiopatologia das doencas inflamatérias,

como a sepsis (AVONTUUR et al.,1998), a artrite reumatdide (CLAIR, 1998;
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JANG e MURRELL, 1998), a glomerulonefrite (RHODEN, et al., 2002), o
diabetes (MATSUNAGA et al., 2002), a rejeicao de enxertos (WILDHIRT et al.,
2001), as doengas neurologicas (ARIMOTO e BING, 2003), as doengas das
vias aéreas (BARNES et al., 1998) e na defesa contra infecgéo, entre outras.

Entre as doengas em que a patrticipagdo do NO tem sido muito estudada
incluem-se: a asma brénquica e o choque séptico (BERNAREGGI et al., 1997).
Estudos imuno-histolégicos identificaram a presencga das 3 isoformas da NOS,
nas vias aéreas de humanos (GIAID et al., 1998). A NOSe esta localizada nas
células endoteliais da circulacdo pulmonar e no epitélio. A NOSn foi
caracterizada tanto nos nervos colinérgicos como em células epiteliais das vias
aéreas (GREENBERG et al., 1998). Além disso, estudos em tecidos de
pacientes asmaticos, utilizando técnicas imuno-histoquimicas identificaram a
NOSi nas células epiteliais, nos macréfagos e nos eosinoéfilos das vias aéreas
(GIAID et al., 1998). Tais resultados foram validados em cultura de células
epiteliais das vias aéreas humanas. Nas mesmas condigdes experimentais,
citocinas pro-inflamatérias aumentam a liberacdo de NO, bem como a
imunorreatividade para a NOSi e o nivel do RNAm para NOSi (LEE et al.,
2003).

Outros estudos tem demonstrado que a expressdao da NOSi esta
associada também a ativacdo prévia do receptor do fator de transcricao
nuclear NF-Kappa B (NF-xB), envolvido na transcrigdo de muitos genes das
respostas imunes e inflamatérias (BARNES e KARIN, 1997). A ativacao do
receptor NF-xB constitui uma etapa essencial para a transcricdo do gene da

NOSi e pode ser ativado por citocinas pro-inflamatérias (KIM et al., 2002).
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1.6.3 CITOCINAS

As citocinas sao um grupo de proteinas sollUveis, ou proteinas de
membrana celular, ou glicoproteinas mensageiras, que transportam
informacbées de uma célula para outra. Mais de 200 citocinas ja foram
identificadas, e estas estdo classificadas em subgrupos, como por
exemplo: interleucinas, fatores de crescimento, quemocinas, interferons e
fatores estimuladores de col6nia. Tradicionalmente também s&o divididas,
conforme sua atividade inflamatéria, em: proé-inflamatérias (IL-1, IL-6,
TNF-a, TGF-B) e antiinflamatérias (IL-1Ra, IL-10, IL-4) (WONG et al.,
2003).

A funcao das citocinas é especificamente celular, por sua agao em
receptores localizados na superficie da célula alvo. Como mediadores
soluveis, sua funcao pode ser autdcrina, paracrina ou sistémica. Algumas
citocinas possuem receptores sollveis, que sao ativados agonisticamente
quando ligados a tais citocinas (HULKKONEN et al., 2002).

As citocinas sado responsaveis por algumas acdes prob-
inflamatorias, inibindo outras citocinas antiinflamatérias, ou atuando
diretamente como antagonistas de receptores antiinflamatérios. O balango
entre os fatores excitatérios e os inibitérios é essencial para a funcao
celular normal, e torna-se evidente que o desequilibrio na produgao de
citocinas é observado em grande numero de patologias (CALLARD et al.,
1999).

1.7 FATORES DE TRANSCRICAO NUCLEAR

Os fatores de transcricdo nuclear regulam a expressédo de genes

resposnsaveis pela sintese de proteinas, enzimas, mediadores

relacionados a inflamacao, entre outros. Estes fatores sdo ativados por
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varios estimulos, coordenando a resposta inflamatéria e possuindo papel
fundamental na resposta contra agentes estranhos e doencgas
inflamatdrias crbénicas, como a asma brOnquica e a artrite reumatdide
(WANG et al., 2002).

O fator de transcricdo nuclear (NF-xB), foi o primeiro fator de
transcricao identificado. Primeiramente, sua fungao fisiol6gica foi descrita como
regulador da expresséo da cadeia leve das imunoglobulinas (cadeia kappa) em
linfécitos B de camundongos. Nos mamiferos ja foram identificadas 5 proteinas
diferentes que podem combinar-se entre si, para formar o NF-xB: p50, Rel A
(p65), c-Rel, p52 e a Rel B (WANG et al., 2002).

O fator de transcricdo € um homodimero ou um heterodimero,
presente no citoplasma de células eucaribticas, fisiologicamente se encontra
inativo e ligado a uma proteina inibitéria denominada de (IkB), a qual nos
mamiferos apresenta-se dividida também em familias: IxB-a, 1kB-B, IxB-¢, 1xB-
v, Bcl-3, p105 e p100. A partir de um estimulo, o heterodimero (p50, p65) se
desliga liberando o NF-xB, que se desloca até o nucleo, onde interage com
elementos regulatérios do DNA, iniciando desta forma a sintese de proteinas e
a liberagdo de mediadores anti- ou pré-inflamatérios, na tentativa de combater

o agente estranho (MAJUMDAR e AGGARWAL, 2001).

1.8 IMUNOSUPRESSORES
1.8.1 METOTREXATO
O metotrexato foi sintetizado acerca de 50 anos, com o objetivo de se

obter um farmaco antagonista competitivo do acido félico (SCHNABEL, 2001).
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O uso inicial deste farmaco foi no tratamento de tumores e principalmente na
leucemia. SubseqUentemente, o metotrexato foi utilizado no tratamento de
doengas ndo neoplasicas como antiinflamatério e imunossupressor (SEITZ,
1999).

Atualmente o metotrexato é utilizado no tratamento da artrite reumatdide
(WEINBLATT et al, 1998), da psoriase, da cirrose biliar primaria, da doencga de
Crohn e da asma intrinseca (GENESTIER et al., 2000).

O mecanismo pelo qual o metotrexato exerce seus efeitos em nivel
celular, ainda permanece pouco esclarecido. O metotrexato é capturado pelas
células e tecidos e é convertido imediatamente a metabdlitos complexados ao
glutamato (metotrexato poliglutamatos) e sdo estes derivados que detém as
atividades bioquimicas e biolégicas do farmaco (PANETTA et al., 2002). Os
MTX-poliglutamatos inibem a enzima dihidrofolato-redutase (DHFR) e outras
enzimas dependentes de folato, agindo sobre a biossintese dos nucleotideos
(purinas e pirimidinas) (BUDZIK et al., 2000).

No céancer, as células tumorais necessitam de grande quantidade de
nucleotideos, componentes vitais para a formacao do acido ribonucléico (RNA)
e acido desoxiribonucléico (DNA), o que nas células normais € muito menor,
devido a sua baixa capacidade de multiplicagdo e crescimento, em
comparacao as células tumorais (PIVOT et al., 2003). Muitos estudos tem
tentado explicar os efeitos antiinflamatérios do metotrexato , dentre eles,
destacam-se: a apoptose e a delecdo clonal das células T ativadas
(GENESTIER et al., 1998), a supressao na biossintese das purinas em células
T estimuladas (FAIRBANKS et al., 1999), a inibicdo de citocinas inflamatérias
(CONSTANTIN et al., 1998; SEITZ e DAYER, 2000; SUNG et al., 2000), a

liberacao de adenosina (MORABITO et al., 1998; MONTESINOS et al., 2002),
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a modulacdo na liberacdo de metaloproteinases, e a inibicdo na expressao de

moléculas de adesao (KRAAN et al., 2000).

1.8.2 CICLOSPORINA A

A ciclosporina A, apresenta-se como um polipeptideo composto de onze
aminoacidos. Este farmaco é produzido por duas espécies de fungos,
Cylindrocarpon lucidum e Tolypocladium inflatum. O composto foi
primeiramente isolado em 1970 por J. Borel, e este autor demonstrou que este
farmaco possui importante agdo imunossupressora em modelos de leucemia
murina (BOREL, 1982). Atualmente a ciclosporina A, € muito utilizada na
rejeicdo de enxertos, principalmente no transplante de 6rgaos solidos
(FUJISAKI et al., 2002).

A ciclosporina A é um farmaco imunossupressor que bloqueia a
proliferacao de linfécitos T (TRUFFA-BACHI et al., 2000). Este farmaco liga-se
com afinidade a uma familia de proteinas citoplasmaticas denominadas de
imunofilinas, e exerce seu efeito imunossupressor através da inibicdo na
expressao génica da interleucina-2 (IL-2) (ALTAVILLA et al., 2001). Além disso,
outros efeitos imunossupressores da ciclosporina A tem sido postulados, via
ligacao com a aminofilina. O complexo farmaco-aminofilina, inibe a calcineurina
fosfatase (HANSSON et al, 2003) e com isso este farmaco bloqueia os eventos
dependentes de calcio, como a expressdo de genes responsaveis pela
producdo de citocinas, ativacao da 6xido nitrico sintase (NOs), desgranulacao
celular e apoptose (PYRZYNSKA et al., 2001), entre outros.

Outros estudos demonstram que a ciclosporina A previne a ativacao do

NF-xB, pela inibicdo da acao da calcineurina, a qual indiretamente induz a
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degradacao do IkB, proteina inibitéria do NF-xB (MAYER et al., 1997). Estudos
também demonstram que a ciclosporina A, possui efeitos antiinflamatérios
quando utilizada em doencgas autoimunes e crénicas, como a artrite reumatoide
(LAVAGNO et al., 2001), a asma brénquica (SIHRA et al., 1997), a doenca de

Crohn (PORGES et al., 1998) e a psoriase (MARCIL e STERN, 2001).

1.9 MODELO EXPERIMENTAL INFLAMATORIO
1.9.1 PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA

Diversos modelos de inflamagéao, utilizando animais de diferentes espécies,
tém sido utilizados para avaliar as drogas usadas no tratamento de doencas
inflamatérias. Isto se deve ao fato que apesar da maioria das reagdes
inflamatorias apresentar caracteristicas comuns, sua etiologia e manifestagdes
clinicas diferem significativamente, necessitando, portanto, de modelos
especificos que reproduzam as suas caracteristicas basicas. Desta forma é
facil compreender também porque o tratamento de doencas inflamatérias é
bastante diversificado.

Esforcos tém sido realizados no sentido de se identificar modelos
experimentais apropriados para cada tipo de reagdo inflamatéria como asma
bronquica, artrite reumatéide e retocolite ulcerativa, entre outros. Protocolos
experimentais onde o processo inflamatério € induzido agudamente tém sido
utilizados para estudos desta reacdo abordando, entre outros, a participacao
de mediadores quimicos, diferentes tipos celulares, além de possibilitar o
screening de drogas com potencial antiinflamatoério. Entre eles cita-se:
pleurisia, indugédo de edema de pata, bolsa de ar no dorso, artrite e implantes

de esponjas embebidas com agentes irritantes no subcutdneo (SEDGWICK e
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WILLOUGHBY, 1989). No entanto, a limitagdo destas técnicas se deve tanto a
dificuldade de manipulagdo durante a indugédo inflamatéria quanto a da
quantificacdo dos parametros envolvidos (edema, numero de células
acumuladas no sitio inflamatorio, extravasamento de proteinas, etc). Entre as
espécies animais, o rato, o camundongo e mais recentemente o coelho, tém
sido utilizados para estudos farmacolégicos do processo inflamatério. No
entanto, uma analise bioquimica mais detalhada acerca dos mediadores
envolvidos também é limitada pois, por exemplo, a grande maioria dos
anticorpos disponiveis para fenotipagem de células, quantificagdo das citocinas
e moléculas de adesao envolvidas foram desenvolvidas em camundongos.

O modelo da pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos
(SPECTOR, 1956) e mais tarde reproduzido em cobaias (YAMAMOTO et al.,
1975; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1989). Com o desenvolvimento deste
modelo foi possivel entdo fazer uma avaliacdo ndo s6 do extravasamento de
liqguido como da migracéo de células induzidos por diversos agentes flogisticos
(DE BRITO, 1989; SALEH et al., 1996; 1997; 1999). A técnica de pleurisia
possui vantagens em relacdo a do edema de pata, pois a partir da coleta do
lavado na cavidade pleural é possivel analisar e quantificar os componentes
celulares e humorais da inflamacao, sem necessitar recorrer a procedimentos
complicados de extragdo e quantificacdo. Uma outra vantagem adicional da
pleurisia é a sua facil execucao, pois diferentes agentes flogisticos (especificos
e nao especificos) podem ser estudados. Além disso, uma grande variedade
de substéncias tém sido testadas para avaliar possivel atividade inflamatéria
nas vias aéreas de animais (LUZ et al., 1993).

Conforme a figura 6, no modelo experimental da pleurisia induzida pela

carragenina em camundongos, ocorre uma resposta inflamatoéria bifasica.
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Caracterizada por uma primeira fase, também denominada de fase recente,
que ocorre 4 h ap6s a administracdo da carragenina na cavidade pleural
destes animais. Nesta fase evidencia-se um aumento na exsudagdo, bem
como de leucécitos do tipo polimorfonucleares. A segunda fase ou fase tardia
ocorre 48 h apods, e é caracterizada pelo aumento da exsudagdo e de
leucécitos do tipo mononucleares (SALEH et al., 1996; FRODE et al., 1999;
DALMARCO et al., 2002).

De um modo geral, a inflamacgéo produzida na cavidade pleural € lenta e
prolongada em comparagcao com aquela desenvolvida na pele. Isto se deve ao
fato de haver diferencas na resposta ao mediador inflamatério, na drenagem
linfatica bem como nos tipos celulares envolvidos. Por exemplo: 5-
hidroxitriptamina, BK e PGE; e PGE,, quando administradas isoladamente ou
em combinac¢ao na cavidade pleural produzem pouca exsudagao. Ao contrério,
na pele, estes mediadores induzem rapidamente a formacdo de edema
(VINEGAR et al., 1976). Além disso, a cavidade pleural ocupa uma superficie
relativamente grande. Admite-se que o sitio primario da inflamacédo na
cavidade pleural seja a microvasculatura subpleural, local onde se iniciara a
exsudacdo e o influxo de células inflamatérias. A partir do processo
inflamatério, induzido experimentalmente na cavidade, pode ocorrer acumulo
de liquido, o qual pode apresentar caracteristicas de exsudato, com ou sem
fibrina, ou transudato. Os mediadores envolvidos neste tipo de inflamacao séao
liberados por células residentes ou que migram para o local do processo
inflamatoério. Além disso, o tipo, a intensidade e a duragdo da inflamacao
produzida pela injegdo de um agente flogistico dependera da sua persisténcia
na cavidade pleural e da natureza da sua interagdo com fatores humorais e/ou

celulares.
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Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental da pleurisia. A
escolha deste modelo foi baseada em evidéncias ja comentadas acima sobre a
sua utilidade, servindo para o estudo da reacéo inflamatéria e teste de drogas
com potenciais antiinflamatérios. Como citado, o volume de fluido extravasado,
0 acumulo de células e os mediadores quimicos que participam da reacéo

podem ser quantitativa e qualitativamente analisados.
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Figura 6 — Esquema demonstrando o perfil bifdsico do modelo experimental da pleurisia
induzida pela carragenina, em camundongos. Retirado de SALEH et al., 1996.
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2. JUSTIFICATIVA

A asma brénquica € uma doencga inflamatéria das vias aéreas, que
determina uma obstrucao significativa do fluxo aéreo. Estima-se nos paises do
primeiro mundo que a incidéncia desta doenca tem aumentado nos ultimos
anos. Além disso, tem-se observado aumento crescente da prevaléncia e
severidade desta doenga, o que €& comprovado pelos altos indices de
mortalidade. Nos Estados Unidos, é a principal causa de internagdo infantil
(CHULADA et al., 2003) Estes dados tém preocupado as autoridades de saude
em diversos paises e parece estar ocorrendo a despeito do aumento da
prescricdo de medicamentos para o seu tratamento, sugerindo que a terapia
disponivel ndo é ainda a mais adequada.

Na asma brbénquica ocorre resposta inflamatéria exacerbada expressa por
tosse, sibilos, rigidez toracica e dificuldade respiratéria, geralmente de carater
reversivel, podendo apresentar diferentes graus de severidade e algumas vezes
ser fatal. Além disso, ocorre o envolvimento de varios tipos celulares, incluindo
mastécitos e eosindfilos que quando ativados, promovem aumento da
reatividade das vias aéreas. Este processo inflamatorio ocorre mesmo nos casos
considerados leves da doenca. No entanto, apesar de todos os progressos, a
asma ainda hoje € uma doenca de evolugao problematica e que pode levar
mesmo a morte. O reconhecimento formal do processo inflamatério como peca
chave na fisiopatogenia desta doenca reforcou nos ultimos anos o uso de
antiinflamatérios como forma mais adequada de terapia dos casos classificados
como moderados e severos. Paralelamente, a industria farmacéutica foi
estimulada a procurar novos medicamentos para o tratamento desta doenca.

Esforcos tém sido feitos na tentativa de melhor estudar a asma

brénquica, tendo em vista que ndo existem modelos adequados que
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reproduzam esta doenca em animais de laboratério. Do ponto de vista
experimental, a manifestagdo destas diferentes fases do processo inflamatério
pode ser estudada em animais de laboratorio através da medida da resisténcia
das vias aéreas ou do influxo de células inflamatérias para a luz brénquica pela
técnica do lavado brénquico apds exposicao inalatéria ou da pleurisia induzida
por diferentes compostos ou antigenos.

Com base nos conhecimentos acima, recentes trabalhos tém trazido
novos conceitos a respeito do desencadeamento do processo inflamatério nas
vias aéreas. Acredita-se que, certamente, a participacdo de citocinas,
infecgdes virais e diversos mediadores inflamatérios tem um papel importante
na modulacdo da inflamagdo aguda e cronica desta donca (WONG et al.,
2003). Em decorréncia destes estudos, tem sido demonstrado que a obstrucéo
persistente das vias aéreas estd intimamente associada a manutencdo da
inflamagcéo (BARNES et al., 1998), o que resultou em mudangas drasticas na
terapia desta doencga nos ultimos tempos.

Por muitos anos, o tratamento da asma tem dependido dos
glicocorticéides, introduzidos na clinica nos anos 40, e provadamente eficazes
em controlar a asma na maioria dos pacientes tratados. Porém, o uso continuo
e prolongado deste farmaco promove muitos efeitos indesejados, por isso a
busca continua de novos farmacos para o tratamento desta patologia. Um
tratamento alternativo, tem sido a utilizacdo de imunossupressores disponiveis
na clinica, como o metotrexato e a ciclosporina A. Estudos tem demonstrado
que a utilizagdo do metotrexato e da ciclosporina A, com este objetivo tem
trazido beneficios consideraveis aos pacientes asmaticos, em relacdo aos

efeitos colaterais observados (FREW e PLUMMERIDGE, 2001).



JUSTIFICATIVA 31

Desta forma, o melhor entendimento do mecanismo de acao
antiinflamatério de farmacos imunossupressores, contribuira para o tratamento

eficaz das doencgas das vias aéreas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

A)

Avaliar o efeito de farmacos imunossupressores (Metotrexato e Ciclosporina

no modelo experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em

camundongos.

3.2. Especificos:

1.

Avaliar o efeito antiinflamatério de farmacos imunossupressores
(Metotrexato, Ciclosporina A) admnistradas por via intraperitoneal (i.p.)
sobre a cinética dos leucécitos (Polimorfonucleares, Monécitos e
Macréfagos) no lavado da cavidade pleural e no sangue de animais

tratados com carragenina;

Investigar o efeito destes farmacos, sobre as concentracdes de
mieloperoxidase, adenosina-deaminase e dos metabdlitos do éxido nitrico

(NOx), obtidos no lavado da cavidade pleural;

Avaliar o efeito dos farmacos imunosupressores mencionados acima sobre
a permeabilidade vascular em tecidos (pulméo, figado, coracdo, bago e

rim);
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4. Avaliar o efeito dos farmacos imunosupressores estudados, sobre a
organizacdo celular e a migragdo de leucdcitos para os tecidos (pulmao,

figado, coragéo, bago e rins);

5. Avaliar o efeito das drogas estudadas sobre a expressdo de moléculas de

adesdo CD11a/CD18 no pulméao e no baco.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos Suicos, 2 meses de idade de
ambos 0s sexos, pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos
em ambiente com ciclo claro-escuro controlado de 12 h, em gaiolas de

plastico, com livre acesso a agua e ragao.

4.2 PROCEDIMENTO ANESTESICO

A anestesia foi induzida com éter etilico administrado por via inalatéria, a
fim de possibilitar a administracdo da solugado corante de azul de Evans (25
mg/kg, i.v., intraorbital) com o objetivo de avaliarmos posteriormente a

exsudacao.

4.3 MODELO DE INFLAMAGCAO UTILIZADO

e Pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos

Os experimentos foram realizados de acordo com o0s procedimentos
descritos previamente (HENRIQUES et al, 1993; FRODE e MEDEIROS, 2001;
FRODE et al., 2002).

Sabe-se que neste modelo experimental ocorre aumento de leucdcitos,
as custas de polimorfonucleares 4 h e de mononucleares 48 h ap6s a
administragdo de carragenina, na cavidade pleural de camundongos. Assim foi
avaliado o efeito de farmacos imunossupressoras sobre os leucécitos nestas

duas fases da resposta inflamatéria induzida pela carragenina.
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No dia da indugéo da pleurisia, os animais foram anestesiados com éter
etilico e 0,1 mL de solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente
flogistico (Cg, 1%), foi administrado na cavidade pleural direita através do
espago intercostal.

De acordo com cada protocolo experimental, apés a administragdo do
agente flogistico ou da solugéo salina estéril, os animais foram sacrificados em
diferentes intervalos de tempo com overdose de éter etilico. A seguir, foram
fixados em mesa cirdrgica, em declive de 30° a 45° , sendo feita incisdo
transversal na pele e nos musculos abdominais. Em seguida, o apéndice
xiféide foi pingcado e através de duas incisdes paralelas ao longo do esterno, os
pulmdes e ambas as cavidades pleurais foram expostos. Imediatamente, a
cavidade pleural foi lavada com 1 mL de solugédo salina tamponada (PBS-pH
7,6) e heparinizada (20 Ul/mL). Aliquotas do lavado pleural foram coletadas
com auxilio de pipetas automaticas para a quantificacdo dos numeros total e
diferencial de células.

De acordo com o protocolo experimental, uma hora antes dos
experimentos, grupos de animais foram tratados com solugéo de azul de Evans
(25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.), para posterior determinacao indireta do grau de
exsudacdo na cavidade pleural (FRODE e MEDEIROS, 2001; FRODE et al.,
2002). Utilizando o mesmo protocolo experimental, as possiveis variacoes
sobre os indices de permeabilidade vascular, no pulméo, no coragao, no baco,

no figado e nos rins foram também estudados.

4.4TECNICAS UTILIZADAS
4.4.1 Contagem total e diferencial dos leucdcitos na cavidade pleural e no

sangue total
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No dia dos experimentos, apds sacrificio dos animais e abertura das
cavidades, aliquotas do lavado pleural (200 pL) foram reservadas para a
contagem celular total, em contador de células automatico (Beckman-Coulter,
Brea, Califérnia, E.U.A.), e para a realizacdo de esfregacos celulares. Apds o
preparo dos esfregacos em citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah,
E.U.A.), estes foram corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa. A
contagem celular diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi
realizada em microscopio 6ptico comum, com auxilio de objetiva de imersao
(aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por lamina. Em alguns
experimentos, os animais foram previamente anestesiados com éter etilico e
as amostras de sangue total foram coletadas através da puncgao cardiaca em
tubo contendo anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético: E.D.T.A.). Os

resultados foram expressos em nimero total de células (x10°).

e Coloracao dos esfregacos celulares utilizando-se o May-Grinwald-
Giemsa

A metodologia consiste na coloragdo sucessiva com uma mistura de
eosinato de azul-de-metileno (May-Griwald) e de azul-eosina (Giemsa).

As laminas contendo o sedimento do lavado pleural foram centrifugadas
utilizando-se citocentrifuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, E.U.A.) e colocadas
em posicao horizontal, em suporte de coloracao apropriado. Apds a secagem
destas laminas, 1 mL do corante May-Grinwald foi adicionado e deixado em
contato durante 3 min. A seguir adicionou-se agua destilada (+ 20 gotas) para
cada lamina, com auxilio de pipeta com capacidade de 1 mL. Apdés 1 min de

incubacgao, o corante foi retirado e adicionou-se 1 mL de Giemsa (diluido 1:20,
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em agua destilada), durante 15 min. A seguir, o corante foi escorrido e as
laminas foram lavadas em &gua corrente e secadas a temperatura ambiente.
Os resultados foram expressos em numero total de polimorfonucleares ou de

mononucleares (x10°).

4.4.2 Contagem de macrofagos obtidos no lavado da cavidade pleural
Neste experimento 48 horas apds a administracdo da carragenina, 0s
animais foram sacrificados com overdose de éter etilico e uma aliquota (100
uL) do lavado pleural, foi reservada para a quantificacdo dos macréfagos. Para
este fim foram realizados esfregacos celulares, utilizando-se citocentrifuga
(Wescor-Cytopro, Logan, Utah, E.U.A.), e estes foram corados pela técnica da
Hematoxilina-Eosina. Os resultados foram expressos em numero total de

macréfagos (x10°).

e Coloracao dos esfregacos celulares utilizando-se a Hematoxilina-Eosina

Os lavados pleurais identificados, foram centrifugados em citocentrifuga
(Wescor-Cytopro, Logan, Utah, E.U.A.). Apds secagem das laminas em estufa
(50° C), estas foram coradas por imersdo, em cuba de vidro contendo 200 mL
de hematoxilina (0,4%) (Merck, Darmstadt, Alemanha) por 3 min e posterior
lavagem em agua corrente (10 min). A seguir utilizou-se 200 mL de solucao
agua amoniacal (1 mMol) (Merck, Darmstadt, Alemanha), também contida em
cuba de vidro, onde as laminas foram mergulhadas por 15 segundos. Logo a
seguir, novo banho em agua corrente por 10 min foi realizado, seguido da
imersdao das laminas em 200 mL de eosina amarelada (0,35%) por 2 min

(Nuclear, Diadema, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, novo banho em alcool
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absoluto (10 banhos) seguidos da imersdo em 200 mL de xilol P.A., foi
realizado também em cuba de vidro. Por fim, as laminas foram fixadas em
entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) e Iminula para analise em microscopio

6tico comum (aumento de 200 x), contando-se 100 células por l[amina.

4.4.3 Determinacao do exsudato na cavidade pleural

Nos animais submetidos a pleurisia induzida pela carragenina, apés a
lavagem das cavidades pleurais com solugdo PBS, uma aliquota (500 pL) foi
separada e congelada em freezer (-20°C) para posterior determinacdo dos
niveis de azul de Evans. No dia dos experimentos, amostras de um mesmo
protocolo experimental foram descongeladas a temperatura ambiente e as
concentragbes do corante foram determinadas em leitor de Elisa (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.), por leitura da densidade otica, em
comprimento de onda 620 nm. Para tal, curvas-padrdo com concentragoes
previamente conhecidas do corante (0,1-50 ug/mL) também tiveram suas
densidades oticas determinadas, com auxilio da equacéao da reta. Os valores
das concentracdes de azul de Evans, no lavado pleural foram expressos em

ug/mL.

4.4.4 Determinacdo da permeabilidade vascular em tecidos (pulmao,
coracao, baco, figado e rins)
Para avaliar a permeabilidade vascular em diferentes 6érgaos,

inicialmente foram determinados os seus respectivos pesos (pulméo, coragao,
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baco, figado e rim) em gramas. Apos repetidas lavagens, em solugédo PBS e
remocao dos tecidos adjacentes, os tecidos foram cortados em fatias e
transferidos para tubos de ensaio contendo 2 mL de solu¢gdo de formamida
P.A. As amostras foram incubadas em banho-maria (45°C) durante 72 h para
posterior quantificacdo dos niveis de azul de Evans. Decorrido o periodo de
incubagéo, os tubos de ensaio foram centrifugados (10 min, 50 x g) e os
sobrenadantes foram transferidos para cubetas para medida das
concentracbes do azul de Evans, que foi realizada segundo a metodologia
descrita no modelo da pleurisia (FRODE e MEDEIROS, 2001; FRODE et al.,
2002). Os valores das concentragdes de azul de Evans em tecidos foram

expressos em ug/g de tecido umido.

4.4.5 Determinacao da mieloperoxidase no lavado pleural

Neste grupo de experimentos, os animais nao foram previamente tratados
com o corante azul de Evans. Imediatamente apds o sacrificio dos animais, e
fixacdo em mesa cirargica, amostras do lavado pleural de camundongos
injetados com solucdo salina 0,9%, tratados com carragenina (1%),
metotrexato (20 mg/kg, i.p e 40 mg/kg, i.p.) ou ciclosporina A (1 mg/kg, i.p. e 2
mg/kg, i.p.), foram coletadas e imediatamente processadas para a
quantificacdo das concentragdes de mieloperoxidase. Volumes de 40 uL do
lavado ou do padrao (mieloperoxidase de neutréfilos humanos ((Sigma M-
6908): 0,7-140 mU/mL) foram transferidos para cubetas e a reacao bioquimica
iniciada com a adigdo de 360 uL de meio tampao (0,167 mg/mL de o-
dianisidina 2HCI e 0,0005% de H>O. (RAO et al., 1993). Ap6s 15 min de

incubacao, a temperatura ambiente, a reacdo enzimatica foi interrompida com
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a adigdo de 30 uL de azida sédica (1%). A seguir, as amostras foram
centrifugadas (50 x g, 5 min) e o sobrenadante transferido para cubetas, para
posterior leitura das densidades 6ticas (450 nm) em leitor de Elisa (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.). Curvas-padrao com concentracoes
conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140 mU/mL) também tiveram suas
densidades oticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos valores

desconhecidos em mU/mL, com o auxilio da equacao da reta.

4.4.6 Determinacao da adenosina-deaminase no lavado pleural

Inicialmente amostras com concentragdées conhecidas (volume final 2500
uL) de NaH,PO4.H.O (35 mM), NaHPO4.12H,0 (15 mM) e NH3SO4 (15 mM)
foram preparadas com a finalidade de obtermos curva padrdo com
concentragbes conhecidas (10 a 50 U/L). Amostras do fluido pleural (20 pL)
foram transferidas para cubetas e a reacado enzimatica iniciou-se com a adigao
da solucdo de adenosina fosfato (pH 6.5, 500 uL, composi¢cado: NaH,PO4.H.O
(35 mM), NaoHPO4.12H,O (15 mM) e adenosina (0,5 mM)). Apds periodo de
incubacdo de 1 h a 37°C, a reacdo enzimatica foi bloqueada pela adicdo da
solucao (1000 pL) de fenol (1 mM), nitroprussiato (0,17 mM) e tampao fosfato
(1000 pL: NaOCI: 11 mM). Esta solucdo também foi adicionada as cubetas
contendo concentracdes diferentes das amostras padrao (volume final 2500
pL). As absorbancias das amostras foram lidas em 620 nm em leitor de elisa
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.). A quantificacdo dos
valores desconhecidos foram expressos em U/L, com auxilio da equacao da

reta.
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4.4.7 Analise quantitativa do nitrito/nitrato (NOx) no lavado pleural

O éxido nitrico foi quantificado pela formacao de seus metabdlitos nitrito
(NO2) e nitrato (NOg3), utilizando-se a reagao de Griess (GREEN et al., 1982).
Neste grupo de experimentos, os animais ndo foram previamente tratados com
o corante azul de Evans. As amostras do lavado da cavidade pleural de
camundongos tratados com solugcdo salina, carragenina, metotrexate ou
ciclosporina A, foram coletadas, armazenadas em frascos Eppendorf e
estocadas em freezer a —20°C. No dia dos experimentos, as amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente e foram desproteinizadas
adicionando-lhes hidroxido de sodio (2,5 N) e sulfato de zinco (0,6%). A seguir,
300 pL do lavado da cavidade pleural foi diluido em uma solugdo contendo
formato de aménio (30 uL), fosfato de sbédio (30 ulL) e suspensdo de
Escherichia coli (EC ATCC 25922 (30 pL): diluida (1:10) em tampao PBS (pH
7,2). A solugdo foi incubada durante 2 h, em estufa & 37°C, e a seguir,
centrifugada (50 x g, 5 min). Cerca de 250 puL do sobrenadante foi transferido
para uma cubeta, onde o mesmo volume de solugéo de Griess: sulfanilamida
(1%) (peso/vol), acido fosférico (5%) (vol/vol) e N-(1-naftil) etilenodiamina
(0,1%) (peso/vol) foi adicionado e incubado durante 10 min, a temperatura
ambiente.

A reacao de NO, com esse reagente produz uma coloragao résea, que
foi quantificada através da medida das densidades éticas em leitor de elisa
(Organon -Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 540 nm. Curvas-
padrdo com concentragdes previamente conhecidas de NO; (0-100 uM)

também tiveram suas densidades Oticas determinadas, permitindo a



JUSTIFICATIVA 40

quantificagdo dos valores de nitrito/nitrato no exsudato, em uM, com auxilio da

equacao da reta.

4.4.8 Anadlise histolégica dos orgaos (pulmao, baco, rins, figado e
coracdao)

Apos o tratamento dos animais com os farmacos imunossupressores, e
inducdo da pleurisia, os camundongos foram sacrificados com overdose de
éter etilico. Em seguida, os animais foram fixados em mesa cirargica e a
cavidade toracica e abdominal foram abertas e os érgédos: pulmao, baco, rins,
figado e coragéo foram fixados e incubados em 2 mL de solu¢do formalina (10
%), em frascos escuros, até o inicio do processamento histoldgico (48 h).

Apo6s 48 h, os segmentos teciduais foram colocados em capsulas de
plastico, e estas, inseridas em cesta de metal do aparelho histotécnico. No
aparelho, os segmentos teciduais foram sucessivamente desidratados em
etanol (70°. G.L., 80°. G.L. e 95°. G.L. e absoluto, respectivamente), durante 1
h em cada etapa. Em seguida, foram incubadas consecutivamente em solucao
de xilol P.A. e posteriormente solidificacdo em parafina. As capsulas contendo
0s segmentos desidratados e parafinados, foram entdo retiradas do aparelho
histotécnico e cada fragmento foi envolto num quadrado metalico (Leockart) e
imediatamente embebido novamente em parafina liquida. Os quadrados foram
posteriormente armazenados em geladeira para a completa solidificagdo. Os
fragmentos teciduais foram cortados a espessura de 3 micras, com auxilio do
micrétomo  (LEICA-Instruments, Nussloch, Alemanha). Posteriormente,
procedeu-se a desparafinagdo em banho-maria, e o material foi entédo
transferido para uma lamina de vidro. A seguir, estas laminas foram secas em

estufa a 50°C, durante 24 h e armazenadas a temperatura ambiente, para
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posterior coloracdo pela hematoxilina-eosina. Os parametros histopatolégicos
avaliados foram: organizacao tecidual, infiltragdo celular e necrose tecidual. As
quantificagées dos parametros histopatolégicos foram analisadas atribuindo-se
graus de 0 a 3, sendo 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado e 3 =
abundante, utilizando-se uma adaptacdo do indice  morfoldgico
semiquantitativo das escalas propostas por MOTOHIRO et al.,, (1986) e
LOSSOS et al., (2000). A avaliacao histopatoldgica foi realizada por estudo

duplo-cego.

e Coloracao dos cortes histologicos com Hematoxilina-Eosina

Apos secagem das laminas em estufa (50° C), procedeu-se a coloragao,
por hematoxilina (0,4%) (Merck, Darmstardt, Alemanha) em cuba de vidro, por
3 min, seguida da lavagem em &gua corrente (10 min). Na proxima etapa,
adicionou-se solucdo de agua amoniacal (1 mMol) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), na cuba de vidro e logo a seguir, novo banho em agua corrente por
10 min. Posteriormente, as laminas foram imersas em eosina amarelada
(0,35%) por 2 min (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil), seguida de novo banho
em alcool absoluto (10 banhos). Apds esta etapa as laminas foram imersas em
xilol P.A., mantido em cuba de vidro. Por fim, foi realizada a fixacao das
laminas com entellan e laminula, para posterior quantificacdo da celularidade
em microscopio 6tico comum (aumento de 200 x), contando-se 100 células. Os
resultados foram expressos de acordo com parametros histolégicos propostos

por MOTOHIRO et al., (1986) e LOSSOS et al., (2000).

4.4.9 Determinacao dos antigenos leucocitarios (CD11a, CD18) por imuno-

histoquimica no pulmao e no baco
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Para analise dos antigenos leucocitarios, as amostras teciduais dos
pulmdes e do bago foram seccionadas em cortes de aproximadamente trés
micras de espessura utilizando-se microtomo (LEICA-Instruments, Nussloch,
Alemanha). Estas amostras foram fixadas em laminas silanizadas (DAKO,
Carpinteria, Califérnia, E.U.A.). Estas laminas foram desparafinadas
previamente em estufa a 50°C, durante 24 h e armazenadas a temperatura
ambiente (24 h) para a andlise imuno-histoquimica. Inicialmente as amostras
foram imersas em uma solucdo de peroxido de hidrogénio (MERCK, Séao
Paulo, Sao Paulo, Brasil) diluido a 1,5% em alcool metilico absoluto (Synth,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), durante 24 min, a temperatura ambiente. A
seguir, estas laminas foram lavadas em agua destilada, com a finalidade de
bloquear a peroxidase enddgena presente ou ndo nos tecidos. Posteriormente,
uma solugéo de reativacao antigénica foi preparada. Para este fim, adicionou-
se 180 mL de &cido citrico 0,1 M (MERCK, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil) e 820
mL de citrato de sédio 0,1 M pH 7,6 (MERCK, Sao Paulo, S&o Paulo, Brasil)
em um frasco com capacidade de 100 mL. Apéds a preparagao deste reagente,
as laminas foram imersas em solucédo de reativacdo antigénica (diluida 1:10
em agua destilada), e incubadas em banho-maria 95-98°C, durante 40 min.
Este procedimento foi realizado com a finalidade de recuperar os sitios
antigénicos mascarados pela fixagao e inclusao do tecido em formol e parafina.
Logo apéds, as laminas foram retiradas do banho-maria, e armazenadas 20 min
a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas em agua destilada durante
10 minutos. Apds a lavagem das amostras, estas foram imersas em tampao
fosfato (PBS, composi¢ao: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampéao fosfato 10 mM,
pH 7,6) (Laborclin, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil). A seguir, os cortes

histolégicos foram demarcados com caneta (DAKO, Carpinteria, California,
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E.U.A.), sendo novamente imersas em novo tampao PBS, durante 5 min. A
seguir, 0s anticorpos primarios monoclonais de rato anti-camundongo (CD11a,
CD18) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, E.U.A.) foram diluidos (1:50), em
tampao TRIS-HCI (Composigao: Tris Base 13,9¢, Tris-HCI 60,69, NaCl 87,669,
pH 7,6) (DAKO, Carpinteria, California, E.U.A.). ApGs esta etapa, as laminas
foram incubadas com o respectivo anticorpo primario em camara umida e em
estufa (36-37°C) durante 1 h. A seguir, estas laminas foram lavadas em dois
banhos de tampao PBS, em cubas plasticas. Apdés a lavagem, as laminas
foram incubadas, com anticorpo secundario IgG/IgM biotinilado (DAKO,
Carpinteria, Califérnia, E.U.A.), em camara umida por 25 min, a temperatura
ambiente. Para cada lamina foi realizada duas lavagens utilizando-se 1 mL de
tampéo PBS, por 5 min. Apds esta etapa, as amostras foram incubadas com
conjugado (Streptavidina-biotina-peroxidase) (DAKO, Carpinteria, Califérnia,
E.U.A.), em camara umida, por 25 min a temperatura ambiente. As amostras
foram submetidas novamente a duas lavagens com tampao PBS, conforme
descrito anteriormente. Posteriormente, preparou-se uma solu¢do de perdxido
de hidrogénio (1,5%) (MERCK, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil) diluido em alcool
metilico absoluto (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil), em que as amostras
foram imersas durante 24 min, a temperatura ambiente e lavadas durante 10
min em agua destilada. A seguir, foi preparada a mesma solugéo de reativacao
antigénica descrita anteriormente. As laminas foram imersas na solugdo de
reativacdo antigénica diluida 1:10 em agua destilada, e incubada em banho-
maria 95-98°C, durante 40 min. Logo apds, as laminas foram retiradas do
banho-maria, e incubadas durante 20 min a temperatura ambiente, e
posteriormente lavadas em agua destilada durante 10 min. Apds a lavagem

das amostras, estas foram imersas em solucdo PBS pH 7,6 (Laborclin, S&o
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José dos Pinhais, Parana, Brasil). A seguir, os cortes histolégicos foram
demarcados utilizando-se uma caneta para demarcacao de laminas, sendo
estas novamente imersas em novo tampao PBS, durante 5 min. Depois dos
cortes demarcados, os anticorpos monoclonais de rato anti-camundongo
primarios (anti-CD11a e anti- CD18) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, E.U.A.)
foram diluidos (1:25 e 1:50) respectivamente, com tampao TRIS-HCI pH 7,6.
Apos a diluigdo dos anticorpos, as laminas foram incubadas com o respectivo
anticorpo primario em camara umida, durante 1 h. A seguir, cada lamina foi
lavada em dois banhos de tampao PBS em cubas plasticas por 5 min. Apés a
lavagem, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario IgG/IgM
biotinilado, em camara Uumida a temperatura ambiente por 25 min. A seguir foi
realizada duas lavagens utilizando-se solugdo PBS pH 7,6 por 5 min. Apds
esta etapa, as amostras foram incubadas com conjugado (50 uL por lamina)
(Streptavidina-biotina-peroxidase) em camara umida a temperatura ambiente
por 25 min. As amostras foram submetidas novamente a duas lavagens com
tampao PBS, durante 5 min. A seguir, as amostras foram coradas com 1 mL de
diaminobenzidine (DAB) e 2 mL de peroxido de hidrogénio (DAKO, Carpinteria,
Califérnia, E.U.A.). A seguir, as laminas foram coradas novamente com
hematoxilina (MERCK, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e a leitura foi realizada
em microscopio 6ptico comum, aumento de 400 x, sendo lido todos os campos
da lamina. O resultado positivo € revelado pelo aparecimento de coloracéo
castanha no tecido. Em todas as analises utilizou-se laminas controles
negativo e positivo (DAKO, Carpinteria, Califérnia, E.U.A.)..

Para quantificacdo da positividade, levou-se em conta a intensidade e a
extensdo da coloragdao castanha. Dando-se o valor (1) para a coloracao de

intensidade moderada e o valor (2) para a coloracédo de intensidade forte. Em
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relacdo ao numero de células coradas procedeu-se o seguite critério, até 1/3
das células coradas valor (1), até 2/3 das células coradas valor (2) e mais de
2/3 das células coradas valor (3). O score final se deu pela multiplicacdo dos
valores encontrados da intensidade da coloragcdo e numero de células coradas.

Portanto o score, variou de 0 a 6 (SANNINO e SHOUSHA, 1994).

4.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
4.5.1 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre a contagem total e
diferencial de leucdcitos, na cavidade pleural de camundongos com
pleurisia

Foi investigado o efeito de farmacos imunossupressores (metotrexato:
MTX e ciclosporina A: CsA) sobre a migracao de leucocitos no modelo da
pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos. O estudo do tratamento
prévio dos animais com diferentes doses, como também do perfil temporal dos
farmacos estudados foi avaliada tanto na primeira (4 h) como na segunda (48
h) fases da resposta inflamatéria induzida pela carragenina, em camundongos.
Para este fim inicialmente diferentes grupos de animais foram tratados
previamente (0,5 h) da carragenina com diferentes doses de MTX (1-40 mg/kg,
i.p.) ou CsA (0,1-20 mg/kg, i.p.). Apds a escolha da melhor dose de cada
droga, avaliou-se o perfil temporal, tanto para os animais tratados com o MTX,
como para a CsA. Desta forma estes animais foram tratados previamente (0,5-
48 h) da carragenina. Nestes experimentos, foi observado que para o MTX, a
melhor dose foi de 20 mg/kg, i.p., € 0 melhor tempo de tratamento prévio foi de
24 h. Para a CsA, a melhor dose foi de 10 mg/kg, i.p., administrada 1 h antes
da pleurisia induzida pela carragenina 4 h. J& na segunda fase (48 h) da

resposta inflamatéria induzida pela carragenina, ambas as drogas tiveram
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como melhor tempo de tratamento prévio 0,5 h, sendo que para o MTX utilizou-
se a dose de 40 mg/kg, i.p., € para a CsA a dose de 2 mg/kg, i.p.. Em cada
grupo de experimentos foram incluidos animais-controle, que receberam a
injecdo de solucdo salina estéril na cavidade pleural. Quando necessério, 0
grupo de animais-controle recebeu apenas injecdo intrapleural do veiculo
utilizado para diluir as drogas testadas. A andlise dos leucécitos foi realizada
conforme descrito no item 3.4.1, e os resultados foram expressos em numero

total de células (x 10°).

4.5.2 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre a contagem total de
leucocitos no sangue total de camundongos com pleurisia

Foi investigado o efeito do MTX e da CsA sobre os leucdcitos, no sangue
de camundongos no modelo da pleurisia induzida pela carragenina.
Inicialmente, foram analisadas a migracao dos leucocitos em animais tratados
previamente com os farmacos acima citados. Diferentes grupos de animais
foram tratados previamente (0,5 h) com MTX (1-40 mg/kg, i.p.) ou CsA (0,1-20
mg/kg, i.p.). ApOs esta primeira analise foram estudados novos grupos, agora
avaliando-se o tempo resposta de cada imunossupressor estudado. A analise
dos parametros estudados foi avaliada 4 e 48 h apds a indugéo da pleurisia
pela carragenina (SALEH et al., 1996; FRODE e MEDEIROS, 2001; FRODE et
al.,, 2002). Em cada grupo de experimentos foram incluidos animais-controle,
que receberam a injecdo de solucao salina estéril na cavidade pleural. Esses
animais foram sacrificados 4 e 48 h apds. A analise do hemograma dos
camundongos foi realizada segundo os procedimentos descritos no item 3.4.1,

os resultados foram expressos em nimero de células (x 10°).
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4.5.3 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre a contagem de
macrofagos na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

Foi investigado o efeito do MTX e da CsA sobre o0s niveis de
macrofagos, no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. Sabendo-se que a migragcdo de macrofagos para o sitio de
inflamagéo, ocorre na segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria induzida
pela carragenina, utilizamos este tempo para analisar a migragdo de
macrofagos. Nestes experimentos diferentes grupos de animais foram tratados
com MTX (40 mg/kg, i.p.) ou CsA (2 mg/kg, i.p.) € a pesquisa de macrofagos
foi avaliada 48 h apés a indugcdo da pleurisia. A analise dos macréfagos foi
realizada utilizando-se coloracdo hematoxilina-eosina, discutida no item 3.4.2.

Os resultados foram expressos em niimero total de macréfagos (x 10°).

4.5.4 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre os niveis da
exudacao, na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

Foi investigado o efeito do MTX e da CsA, sobre os niveis de exudagao
no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos. Os
animais foram tratados com solugao corante azul de evans (25 mg/kg, i.v) 1 h
antes dos experimentos. Posteriormente, os camundongos foram tratados
previamente com diferentes doses do MTX (0,540 mg/kg, i.p.) 0.5 h antes da
pleurisia induzida pela carragenina. Em outro grupo de experimentos, 0s
animais foram tratados previamente com CsA (0,1-20 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes
do agente flogistico. Os parametros inflamatérios foram analisados 4 h apés a
inducao da pleurisia pela carragenina.

Na segunda fase (48 h) da resposta inflamatéria induzida pela

carragenina, diferentes grupos de animais foram tratados previamente com
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MTX (1-40 mg/kg, i.p.) ou CsA (0,5-5 mg/kg, i.p.), 0.5 h antes da carragenina e
os parametros inflamatérios foram analisados 48 h apods. Para determinar as
concentragcbes de azul de evans utilizou-se uma curva padrdo com
concentragbes conhecidas do corante (0,1-50 pg/mL), segundo descrito no

item 3.4.3. Os resultados foram expressos em ug/mL.

4.5.5 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre a permeabilidade
vascular, em tecidos (pulmao, coracdo, baco, figado e rins) de
camundongos com pleurisia

Foi avaliado o efeito do MTX e da CsA, sobre a permeabilidade vascular
em tecidos induzida pela carragenina, em camundongos. Para avaliagdo do
MTX neste parametro inflamatério, a dose utilizada foi de 40 mg/kg, i.p. 0.5 h, e
para a CsA, 2 mg/kg, i.p., 0.5 h da pleurisia 48 h. Ap6s a indugao da pleurisia,
os animais foram sacrificados com overdose de éter etilico e os pulmdes, baco,
rins, coragdo e figado foram removidos para andlise da permeabilidade
vascular, conforme técnica descrita anteriormente no item 3.4.4. Os resultados

foram expressos em ug/g de tecido Umido.

4.5.6 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre as concentracoes
da mieloperoxidase, na cavidade pleural de camundongos com pleurisia
Foi avaliado as concentracbes da mieloperoxidase (MPO), obtidas do
lavado pleural de animais-controle (animais com pleurisia) e tratados com os
imunossupressores. O MTX foi administrado na dose de 20 mg/kg, i.p. 24 he a
CsA, 1 mg/kg, 1 h antes da inducdo da pleurisia 4 h. Ja a avaliagdo deste

parametro na pleurisia 48 h, o MTX foi administrado na dose de 40 mg/kg, i.p.
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e a CsA, 2 mg/kg, i.p., ambos 0,5 h antes da administracdo da carragenina.
Paralelamente grupos de animais-controle foram utilizados. Neste experimento
foi administrado 0,1 ml de solugéo salina estéril e os animais foram também
sacrificados 4 e 48 h apds (SALEH et al., 1999; FRODE e MEDEIROS, 2001).
A andlise da MPO foi avaliada segundo metodologia descrita no item 3.4.5. Os

resultados foram expressos em mU/mL.

4.5.7 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre os niveis da
adenosina-deaminase, na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

Para a avaliagao deste parametro inflamatério, o MTX foi administrado
na dose de 20 mg/kg, i.p. 24 h e a CsA, 1 mg/kg, 1 h antes da pleurisia
induzida pela carragenina 4 h. Ja a avaliagdo deste parametro na pleurisia 48
h, o MTX foi administrado na dose de 40 mg/kg, i.p. € a CsA 2 mg/kg, i.p.,
ambos 0,5 h antes da administragdo do agente flogistico. A andlise dos
parametros estudados foi realizada 4 e 48 h apo6s a indugdo da pleurisia pela
carragenina (FRODE e MEDEIROS, 2001). Em cada grupo de experimentos
foram incluidos animais-controle, que receberam a injecdo de solugédo salina
estéril na cavidade pleural. Esses animais foram sacrificados nos mesmos
intervalos de tempo adotados para os grupos que receberam o tratamento com
os farmacos acima citados. Quando necessario, 0 grupo de animais-controle
receberam apenas a injecao intrapleural do veiculo utilizado para diluir os
farmacos testados. A analise da ADA foi realizada de acordo com a

metodologia descrita no item 3.4.6. Os resultados foram expressos em Ul/mL.

4.5.8 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre os niveis de

nitrito/nitrato (NOx) na cavidade pleural de camundongos com pleurisia
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Para a avaliacao deste parametro inflamatério, o MTX foi administrado
na dose de 20 mg/kg, i.p. 24 h e a CsA, 1 mg/kg, 1 h antes da pleurisia
induzida pela carragenina 4 h. JA para a avaliagdo deste parametro na
pleurisia 48 h, o MTX foi administrado na dose de 40 mg/kg, i.p. € a CsA, 2
mg/kg, i.p., ambos 0.5 h antes da pleurisia. A andlise dos parametros
estudados foi realizada 4 e 48 h ap6s a inducdo da pleurisia pela carragenina
(SALEH et al., 1999). Em cada grupo de experimentos foram incluidos animais-
controle, que receberam a injecao de solucao salina estéril na cavidade pleural.
Esses animais foram sacrificados nos mesmos intervalos de tempo adotados
para 0s grupos que receberam o tratamento com os farmacos acima citados.
Quando necessario, o grupo de animais-controle receberam apenas injecao
intrapleural do veiculo utilizado para diluir os farmacos testados. A andlise do
(NO) foi realizada segundo metodologia descrita no item 3.4.7. Os resultados

foram expressos em (uM).

4.5.9 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre os leucdcitos
teciduais (pulmao, baco, rins, figado e coracao) de camundongos com
pleurisia

Para a avaliagdo deste parametro inflamatério, o MTX foi administrado
na dose de 20 mg/kg, i.p. 0,5 e 24 h e a CsA, 1 mg/kg, 1 h antes da pleurisia
induzida pela carragenina 4 h. JA para a avaliacdo deste parametro na
pleurisia 48 h, o MTX foi administrado na dose de 40 mg/kg, i.p. € a CsA, 2
mg/kg, i.p., ambos 0,5 h antes da pleurisia. A analise dos leucdcitos teciduais
foi estudada 4 e 48 h ap6s a indug¢do da pleurisia pela carragenina. Em cada
grupo de experimentos foram incluidos animais-controle, que receberam a

injecdo de solugdo salina estéril na cavidade pleural. Esses animais foram
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sacrificados nos mesmos intervalos de tempo adotados para os grupos que
receberam o tratamento com os farmacos citados. Quando necessario, 0 grupo
de animais-controle recebeu apenas a injecao intrapleural do veiculo utilizado
para diluir os farmacos testados. Os resultados foram expressos em

parametros histoldgicos descritos no item 3.4.8.

4.5.10 Efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre o aumento de
afinidade de moléculas de adesao CD11a/CD18 no pulmao e no bagco de
camundongos com pleurisia

Para a avaliacdo destes marcadores leucocitarios, o MTX foi administrado
na dose de 20 mg/kg, i.p. 0,5 € 24 h e a CsA, 1 mg/kg, 1 h antes da pleurisia
induzida pela carragenina 4 h. J& para a avaliacao destes mesmos parametros
na pleurisia 48 h, o MTX foi administrado na dose de 40 mg/kg, i.p. 0,5 h antes
e a CsA A, 2 mg/kg, i.p. ambos 0,5 h antes da pleurisia 48 h. Em cada grupo
de experimentos foram incluidos animais-controle, que receberam a injecao de
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) na cavidade pleural. Esses animais foram
sacrificados nos mesmos intervalos de tempo adotados para os grupos que
receberam o tratamento com os farmacos citados acima. Quando necessario,
0 grupo de animais-controle recebeu apenas a inje¢ao intrapleural do veiculo
utilizado para diluir os farmacos testados. Os resultados foram expressos

qualitativamente em scores como descrito no item 3.4.9.

4.6 FARMACOS E REAGENTES
No estudo aqui relatado, utilizaram-se as seguintes drogas: metotrexate
(Wyent, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil); ciclosporina A (Novartis, Basel, Suica);

carragenina lambda (grau 1V), &lcool etilico (70°, 80°, 95° e absoluto), &lcool



JUSTIFICATIVA 52

metilico, eosina amarela, parafina liquida e sélida, formol (Synth, Barueri, Sao
Paulo, Brasil); o-dianizidina 2HCI (3,3'dimetioxibenzedina), Escherichia coli
(E.C. ATCC 25922), mieloperoxidase de neutréfilos humanos (MPO: 20 U/mg
de proteina; 1 unidade de MPO ¢é definida como a atividade da enzima capaz
de oxidar 1 pumol de perdxido de hidrogénio (H.02) por minuto a 25°C,
anticorpos de rato anti-camundongo ligado ao corante isotiocianato de
fluoresceina (I.T.C.F.): anti-CD18, CD11a, sulfanilamida (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, E.U.A.); solu¢do tampao fosfato (PBS — pH 7,6: NaCl 137 mM,
KCI 2 mM e tampédo fosfato 10 mM), corante giemsa, acido
etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.), (Laborclin, S&do José dos Pinhais, Parana,
Brasil); fosfato de hidrogénio dissédico dodecahidratado, sulfato de zinco,
acido citrico, formamida, citrato de sédio (Vetec, Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil); peréxido de hidrogénio (H2O. 30%), sulfato de amdnio, acido
fosforico (Nuclear, Diadema, Sao Paulo, Brasil); dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamino, nitrito, hematoxilina, agua amoniacal, xilol P.A., entellan,
nitroprussiato de sédio (Merck, Armstard, Alemanha); azul de Evans, formato
de amdnio, diaminobenzidina (DAB) (ACROS-Organics, New Jersey ,E.U.A.);
éter etilico (Dinamica, S&o Paulo, Sado Paulo, Brasil); solucao fisiologica estéril
(NaCl 0,9%) (Sanoclear, Pouso Alegre, Minas Gerais, Brasil); heparina
(Cristalia, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil); corante May-Griwald (Newprov, Sao
José dos Pinhais, Parana, Brasil); fosfato de sodio hidratado, fenol, (Reagen,
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil); azida sédica (Riedel-de-Haen, Seelze,
Alemanha); adenosina (Fluka, St. Gallen, Suica); hidroxido de sddio anticorpo
secundario 1gG/IgM biotinilado, Streptavidina-biotina-peroxidase (DAKO,

Carpinteria, California, E.U.A.)
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O metotrexato foi diluido em solucao salina e a ciclosporina A, diluida
em PBS. No dia dos experimentos, quando necessario, as diluicbes das
drogas foram realizadas em solugdo salina estéril (0,9%) ou PBS a

temperatura ambiente.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros inflamatérios estudados (exsudacgao,
migracao celular, MPO, ADA e NO) foram expressos através da média + erro
padrdo da média (e.p.m.). Diferencas estatisticas entre migracdo celular,
exsudacdao, MPO, ADA e NO e entre grupos-controle foram determinadas
utilizando-se os testes “t” de Student ndo-pareado. Quando necessario, o teste
de ANOVA foi complementado pelo teste de Dunnett.

Os resultados da andlise histoldégica, bem como imuno-histoquimica
foram expressos por meio de scores. Os resultados da analise histologica
foram expressos atribuindo-se scores de 0 a 3, sendo 0 = ausente; 1 =
discreto; 2 = moderado; 3 = abundante (MOTOHIRO et al., 1986; LOSSOS et
al., 2000).

Ja a quantificagcdo da analise imunohistoquimica, levou-se em conta a
intensidade e a extensédo da coloragdo castanha. Dando-se o valor (1) para a
coloragdo de intensidade moderada e o valor (2) para a coloragcdo de
intensidade forte. Em relacdo ao numero de células coradas procedeu-se 0
seqguite critério, até 1/3 das células coradas valor (1), até 2/3 das células
coradas valor (2) e mais de 2/3 das células coradas valor (3). O score final se
deu pela multiplicagdo dos valores encontrados da intensidade da coloragéo e
namero de células coradas (SANNINO e SHOUSHA, 1994). Diferencas

estatisticas nos parametros inflamatérios observados na técnica de histologia e
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imuno-histoquimica, foram determinadas utilizando-se os testes Kruskal-Wallis
e quando necessario suplementado pelo teste de Dunn. Valores de P menores

que 0,05, foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito do Metotrexato sobre a contagem total e diferencial de
leucdcitos na cavidade pleural de camundongos com pleurisia

O metotrexato nas doses de 1 a 40 mg/kg, i.p., 0,5 horas antes da
pleurisia induzida pela carragenina 4 h, inibiu a migracao leucocitaria para a
cavidade pleural de animais com pleurisia, quando comparados ao grupo
controle (x10%) (Cg 4 h: 5,87 + 0,51; 1 mg/kg: 3,3 + 0,70; 10 mg/kg: 2,90 +
0,82; 20 mg/kg: 2,21 £0,82 e 40 mg/kg: 3,05 £ 0,32) (P < 0,05) (Figura 7). Esta
inibicdo ocorreu principalmente as custas de polimorfonucleares (x10°) (Cg 4 h:
4,69 + 0,45; 1 mg/kg: 2,91 + 0,66; 10 mg/kg: 2,26 + 0,68; 20 mg/kg: 1,60 *
0,74; 40 mg/kg: 2,49 + 0,24) (P < 0,05) (Figura 7 inset). Além disso, este
farmaco na dose de 1 mg/kg, i.p., foi efetivo em inibir também os

mononucleares (x106)(Cg 4 h: 1,18 + 0,12; 1 mg/kg: 0,38 + 0,11) (P < 0,05)
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Figura 7 — Efeito do metotrexato na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg 1%l/cav.). Efeito do metotrexato (1-40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes, sobre os niveis
de leucocitos na cavidade pleural. Inset, Efeito deste farmaco sobre os niveis de
polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle, tratados apenas com Cg. Cada
grupo representa uma média de 4 a 6 animais e as barras verticais o SEM. * P < 0,05.
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Na analise do perfil temporal, 0 metotrexato demonstrou uma resposta
bifasica, pois na dose de 20 mg/kg, i.p. administrado (0,5 e 24 h) antes do
agente flogistico, inibiu a migracdo celular para a cavidade pleural de
camundongos na primeira fase (4 h) da reacao inflamatéria induzida pela
carragenina (x10°) (Cg 4 h: 5,87 + 0,51; MTX 0,5 h: 2,21 + 0,82; MTX 24 h: 2,4
+0,17) (P < 0,01) (Figura 8). Este efeito inibitério sobre a migracao celular, se
deu as custas de polimorfonucleares (x10°% (Cg 4 h: 4,69 + 0,45; MTX 0,5 h:

1,60 + 0,74; MTX 24 h: 1,93 + 0,11) (Figura 8 inset) (P < 0,01).
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Figura 8 — Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.) administrado de 0,5 a 24 h antes da
administragdo da carragenina, na primeira (4 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito do
metotrexato (20 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de leucdcitos. Inset, Efeito deste farmaco sobre os
niveis de polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle, tratados apenas com Cg.
Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. ** P < 0,01.
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Na segunda fase da pleurisia (48 h) o metotrexato administrado 0,5 h
antes da inducgédo da pleurisia induzida pela carragenina nas doses de 10, 20 e
40 mg/kg, i.p., inibiu a migragdo leucocitaria para a cavidade pleural (x 10°) (Cg
48 h: 8,12 =+ 1,00; 10 mg/kg: 4,82 *+ 0,63; 20 mg/kg: 4,72 + 0,56 e 40 mg/kg:
2,80 + 0,27) (P < 0,05) (Figura 9). Esta inibicdo se deu as custas de
mononucleares (x 10°%) (Cg 48 h: 5,32 + 0,41; 10 mg/kg: 3,07 + 0,21; 20 mg/kg:
3,25 + 0,34 e 40 mg/kg: 1,67 + 0,24) (P < 0,05) (Figura 9 inset). Além disso, a
dose de 40 mg/kg, i.p., também foi capaz de inibir a migracdo de

polimorfonucleares para a cavidade pleural (x106) (Cg 48 h: 2,80 = 0,71; 40
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mg/kg: 1,13 £ 0,18) (P < 0,05) (Figura 9 insel).

Figura 9 - Efeito do metotrexato na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina
(Cg 1%l/cav.). Efeito do metotrexato (1-40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes, sobre os niveis
de leucdcitos na cavidade pleural. Inset, Efeito deste farmaco sobre os niveis de
polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle, tratados apenas com Cg. Cada
grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Na analise do perfil temporal da segunda (48 h) fase da pleurisia, o
metotrexato foi administrado de 0,5 — 24 h antes da indu¢éo da pleurisia. Como
resultado observamos que todos os tempos de tratamento prévio superiores a
0,5 h, promoverem a morte de 100 % dos animais (Resultados nao
mostrados). Devido a este efeito, nos experimentos subseqlentes utilizou-se o
metotrexato na dose de 40 mg/kg, i.p., administrado 0,5 h antes da pleurisia 48
h. Os resultados obtidos revelam que o MTX (40 mg/kg, i.p.) 0,5 h antes inibiu
os leucdcitos (x10°%) (Cg 48 h: 8,12 + 1,00; 40 mg/kg: 2,80 * 0,27) (P < 0,05)
(Figura 10), as custas de polimorfonucleares (x10° (Cg 48 h: 2,80 + 0,70; 40
mg/kg: 1,13 + 0,18) e de mononucleares (x106) (Cg 48 h: 5,32 £ 0,41; 40

mg/kg: 1,67 = 0,24) (P < 0,05) (Figura 10 inset).
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Figura 10 — Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da administracéo
da carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito do metotrexato
(40 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de leucdcitos. Inset, Efeito deste farmaco sobre os niveis de
polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle, tratados apenas com Cg. Cada
grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. * P < 0,05 ; ** P < 0,01.

5.2 Efeito do metotrexato sobre a contagem de macrofagos na cavidade

pleural de camundongos com pleurisia
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Para avaliacao deste parametro inflamatério, utilizou-se apenas os grupos
de animais com pleurisia 48 h, devido aos macrofagos fazerem parte
principalmente da resposta imune adaptativa e serem ativados no local da
inflamacgédo 48 h ap6s administracdo do agente flogistico. Quando os animais
foram tratados com metotrexato (40 mg/kg, i.p.), 0,5 h antes da carragenina 48
h, observou-se uma diminuigdo significativa de leucdcitos totais (65,5%), de
mononucleares (68,6%), bem como de macréfagos (83,6%) (P < 0,01) (Figura

11).
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Figura 11 - Efeito do metotrexato na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg 1%/cav.). Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes, sbre
os niveis de leucdcitos totais (L. totais), mononucleares (Mono.) e macréfagos (Macrof.) na
cavidade pleural. C = Animais controle, tratados apenas com Cg. Os valores descritos acima
das barras referem-se a percentagem de inibicdo, em relagdo ao grupo controle (animais
tratados somente com Cg 1%/cav.). Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e as
barras verticais o SEM. ** P < 0,01.

5.3 Efeito do metotrexato sobre a contagem total e diferencial de

leucocitos no sangue de camundongos com pleurisia
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Na andlise do hemograma dos camundongos tratados previamente (0,5 e
24 h) com metotrexato (20 mg/kg, i.p. ou 40 mg/kg, i.p.) ndo observou-se
diferengas significativas quando estes animais foram avaliados 4 e 48 h apos

a indugao da pleurisia (P > 0,05) (Resultados nao mostrados).

5.4 Efeito do Metotrexato sobre a exsudacdo na cavidade pleural de
camundongos com pleurisia

A administragdo do metotrexato nas doses de 1 a 40 mg/kg, 0,5 h antes
da inducao da pleurisia 4 h, ndo foi capaz de inibir os niveis de exsudacéao (P >
0,05) (Resultados n&do mostrados).

Po outro lado, na segunda (48 h) fase desta resposta inflamatéria o
metotrexato nas doses de 1, 10, 20 e 40 mg/kg, i.p. 0,5 h antes da inducao da
pleurisia, inibiu 0os nives de exsudagcado na cavidade pleural de camundongos
com pleurisia (ug/mL) (Cg 48 h: 16,70 = 1,84; 1 mg/kg: 7,56 + 0,59; 10 mg/kg:
4,78 + 0,73; 20 mg/kg: 5,89 + 0,77 e 40 mg/kg: 4,61 £ 0,63) (P < 0,01) (Figura

12).
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Figura 12 - Efeito do metotrexato (1 - 40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 h antes da
administragdo da carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito do
metotrexato (1 — 40 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de exsudag¢do. C = Animais controle, tratados
apenas com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM.
**P <0,01.

Ao analisarmos o perfil temporal do metotrexato, estudando-se a
exsudacao, verificamos que apenas o tempo de tratamento prévio de 0,5 h
antes da pleurisia 48 h foi avaliado, devido a morte de todos os animais dos
grupos de tratamento prévio superior a 0,5 h. Os resultados revelam que o
MTX na dose de 40 mg/kg, i.p. administrado 0,5 h antes da carragenina inibiu
de forma significativa a exsudacao na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida
pela carragenina (ug/mL) (Cg 48 h: 16,69 + 1,84; MTX 0,5 h: 4,61 £ 0,63) (P <

0,01) (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito do Metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 antes da carragenina, na
segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.) sobre
os niveis de exsudagao. C = Animais controle, tratados apenas com Cg. Cada grupo representa
uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. ** P < 0,01.

5.5 Efeito do Metotrexato sobre a permeabilidade vascular em tecidos
(pulmao, baco, rins, figado e coracao) de camundongos com pleurisia
Para avaliacao deste parametro inflamatério, utilizou-se apenas os grupos
de animais com pleurisia 48 h, devido a estes grupos terem apresentado
inibicdo dos niveis de azul de Evans no lavado pleural de camundongos com

pleurisia, em experimentos anteriores. Além disso, foi utilizado o tempo de
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tratamento de 0,5 h, antes da inducao da pleurisia 48 h, devido a ser o melhor
tempo de tratamento prévio observado neste protocolo experimental.

Nos animais tratados com metotrexato (40 mg/kg, i.p.), 0,5 h antes da
pleurisia 48 h, observou-se uma diminui¢ao significativa da exsudagao apenas
nos pulmdes (ug/g de tecido umido) (Cg 48h: 10,09 + 1,06; MTX: 7,81 + 0,50)

(P < 0,05) (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do Metotrexato (40 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 antes da administragéo da
carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito do Metotrexato (40
mg/kg, i.p.) sobre a permeabilidade vascular em tecidos. C = Animais controle, tratados apenas
com Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 10 animais e a barra vertical o SEM. * P <
0,05.

5.6 Efeito do metotrexato sobre as concentracoes da mieloperoxidase,
adenosina-deaminase e nitrato/nitrito (NOx) no lavado pleural de
camundongos com pleurisia

O metotrexato (20 mg/kg, i.p.) administrado 0,5 e 24 h antes da
carragenina, inibiu de forma significativa as concentragbes de mieloperoxidase
na pleurisia induzida pela carragenina 4 h (mU/mL): (Cg 4 h: 631,15 + 42,8;

MTX 0,5 h: 441,47 + 55,6 e MTX 24 h: 348,79 + 25,3) (P < 0,05) (Figura 15A).
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Avaliando-se 0 mesmo parametro na segunda (48 h) fase da pleurisia,
observamos que o metotrexato (40 mg/kg, i.p.), 0,5 h antes da administracéo
da carragenina, diminuiu também de forma significativa os niveis da MPO
(mU/mL) (Cg 48 h: 156,28 + 13,9; MTX 0,5 h: 71,32 + 5,0) (P < 0,05) (Figura
15B).

Quando o metotrexato (20 mg/kg, i.p.) foi administrado 0,5 e 24 h antes
da carragenina 4 h, causou um aumento significativo nos niveis da adenosina-
deaminase, quando administrado 0,5 h antes (U/L) (Cg 4 h: 5,5 + 0,62; MTX 4
h: 12,20 + 0,86) (P < 0,01) (Figura 16A), enquanto o tempo de tratamento
prévio de 24 h, ndo causou mudancgas significativas nas concentragdes desta
enzima (P > 0,05) (Figura 16A). Na segunda fase da pleurisia (48 h), o
metotrexato na dose de 40 mg/kg, i.p, 0,5 h antes da carragenina 48 h,
promoveu inibicao significativa nas concentragées desta enzima (U/L) (Cg 48
h: 7,27 £ 0,70; MTX 0,5 h: 4,75 + 0,74) (P < 0,05) (Figura 16).

O metotrexato na dose de 20 mg/kg, i.p., 0,5 e 24 h antes da carragenina
4 h, demonstrou também uma diminuicdo significativa dos niveis de
nitrito/nitrato (NOx) (uM) (Cg 4 h: 22,41 £ 2,00; MTX 0,5 h: 5,45 + 0,87; MTX 24
h: 3,15+ 0,20) (P < 0,01) (Figura 17A). Na avaliacdo da segunda fase (48 h) da
pleurisia, o metotrexato na dose de 40 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da carragenina,
também diminuiu significativamente este parametro inflamatério (NOx) (uM)

(Cg 48 h: 10,64 +1,1; MTX 0,5 h: 4,29 + 0,2) (P < 0,01) (Figura 17B).
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Figura 15 - Efeito do Metotrexato, na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. A - Efeito do Metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 e 24 h antes da carragenina 4 h, sobre os niveis e mieloperoxidase na
cavidade pleural. B - Efeito do Metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da
carragenina 48 h, sobre os niveis de mieloperoxidase na cavidade pleural C = Animais controle,
tratados apenas com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical
0 SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Figura 16 - Efeito do Metotrexato, na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. A - Efeito do Metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 e 24 h antes da carragenina, sobre os niveis de adenosina-deaminase na
cavidade pleural. B — Efeito do Metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da
carragenina 48 h, sobre os niveis de adenosina-deaminase. C = Animais controle, tratados
apflr&as com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. *
P <A,05.
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Figura 17 - Efeito do Metotrexato, na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. A - Efeito do Metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 e 24 h antes da carragenina 4 h, sobre os niveis de nitrato/nitrito (NOx) na
cavidade pleural. B - Efeito do Metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da
carragenina 48 h, sobre os niveis de nitrato e nitrito na cavidade pleural C = Animais controle,
tratados apenas com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical
0 SEM. ** P < 0,01.
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5.7 Efeito do Metotrexato sobre a organizacao celular em tecidos (pulmao,
baco, figado, baco, coracao e rins) de camundongos com pleurisia

A pesquisa do infiltrado celular em tecidos foi realizada por meio de
técnicas histolégicas, observando-se o tipo de leucécitos no pulméo, bago, rins,
figado e coracdo, além do grau de alteragcdo morfolégica celular tecidual em
animais tratados com o0s imunossupressores citados anteriormente. As
proximas figuras identificadas como (A) revelam a analise histolégica dos
tecidos (pulmao, bacgo, figado, coragdo e rins) de animais tratados somente
com solucéo salina estéril (NaCl 0,9%). Neste estudo o metotrexato na dose de
20 mg/kg, i.p. administrado 0,5 e 24 h, diminuiu de forma significativa a
congestao entre os septos alveolares pulmonares (de grau 3: abundante, para
grau 2: moderado) (P < 0,01), além do numero de leucécitos do tipo

polimorfonucleares (do grau 3: abundante, para grau 1: discreto) (P < 0,01)

(Figuras 17C e D), quando comparados ao grupo controle (Figura 18B).

Figura 18 — Analise comparativa de cortes histopatolégicos de pulmées de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A — Camundongos tratados com solugao salina estéril. B
— Camundongos tratados com carragenina (1%). Efeito do Metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 h (C) ou 24 h (D) antes da carragenina, sobre a infiltragdo e organizagao
celular nos pulmdes (Aumento de 200 x).
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Na segunda (48 h) fase da pleurisia, o0 metotrexato na dose de 40 mg/kg,
i.p., (0,5 h antes) foi capaz de diminuir significantivamente a infiltracdo de
polimorfonucleares, bem como de mononucleares (de grau 3: abundante, para
grau 1: discreto) (P < 0,01), além de diminuir a congestdo entre os septos
alveolares pulmonares (de grau 3: abundante, para grau 2: moderado) (P <

0,01) (Figura 18C) ao compararmos com o grupo controle (Figura 19B).

Figura 19 — Analise comparativa de cortes histopatolégicos de pulmdes de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A — Camundongos tratados com solugao salina estéril.
B — Camundongos tratados com carragenina (1%). C - Efeito do Metotrexato (40 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a infiltragdo e organizacao celular nos pulmdes
(Aumento de 200 x).

Ao avaliamos o efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p., 0,5 e 24 h antes da
carragenina) na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina,
sobre a organizagdo celular no figado, evidenciamos que este diminuiu de
forma significativa a degeneracao hidrépica (de grau 2: moderado, para grau 1:
discreto) (P < 0,01), melhorou a discariose celular (de grau 2: moderado, para
grau 1: discreto) (P < 0,01), além de diminuir a infiltracdo de
polimorfonucleares e de mononucleares (de grau 2: moderado, para grau 1:
discreto) (P < 0,01) (Figura 20C e D) em relagcao ao grupo controle (Figura

20B).
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Figura 20 — Analise comparativa de cortes histopatoldgicos do figado de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A — Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B
— Camundongos tratados com carragenina (1%). Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 h (C) ou 24 h (D) antes da carragenina, sobre a infiltragdo e organizagao
celular no figado (Aumento de 200 x).

Na avaliagado do figado na segunda (48 h) fase da pleurisia, observamos
que o metotrexato na dose de 40 mg/kg, i.p., promoveu uma diminuigao
significativa na degeneracdo hidrépica (de grau 3: abundante, para grau 1:
discreto) (P < 0,01), no numero de grupamentos de células inflamatérias (de
grau 3: abundante, para grau 2: moderado) (P < 0,01), diminuigao dos focos de
necrose (de grau 3: abundante, para grau 2: moderado) (P < 0,01), além da

diminui¢cdo da discariose nuclear (de grau 2: moderado, para grau 1: discreto)
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(P < 0,01), de camundongos com pleurisia (Figura 21C) em relacdo ao grupo

controle (Figura 21B).

Figura 21 — Analise comparativa de cortes histopatolégicos do figado de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A — Camundongos tratado solugéo salina estéril. B —
Camundongos tratados com carragenina (1%). C- Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a infiltragdo e organizagdo celular no figado
(Aumento de 200 x).

A seguir avaliamos a organizacao celular no baco, quando os animais
foram tratados com metotrexato na dose de 20 mg/kg, i.p., 0,5 e 24 h antes da
inducao da pleurisia 4 h, podemos observar que nao houve modificacao na
polpa branca, mas sim uma diminuicdo significativa na esplenite com
diminuicdo no numero de polimorfonucleares observados na polpa vermelha
(de grau 2: moderado, para grau 1: discreto) (P < 0,01) (Figura 22C e D) em

relacao ao grupo controle (Figura 22B).
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Figura 22 — Andlise comparativa de cortes histopatolégicos do bago de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A — Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B
— Camundongos tratados com carragenina. Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.), administrado
0,5 h (C) ou 24 h (D), sobre a infiltracdo e organizagao celular no bago (Aumento de 200 x).

Na segunda (48 h) fase da pleurisia, o0 metotrexato na dose de 40 mg/kg,
i.p. administrado 0,5 h antes da indugédo da pleurisia, foi capaz de diminuir a
esplenite com diminuicdo do ndmero de mononucleares, na polpa vermelha
(de grau 3: abundante, para grau 2: moderado) (P < 0,01), bem como o
namero de centros germinativos da polpa branca no bago (de grau 3:
abundante, para grau 2: moderado) (P < 0,01) (Figura 23C) em relacdo ao

grupo controle (Figura 23B).
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Figura 23 — Andlise comparativa de cortes histopatolégicos do bago de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A — Camundongos tratados com solugao salina estéril.
B — Camundongos tratados com carragenina. C- Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.),
administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a infiltracédo e organizagcdo celular no bago
(Aumento de 200 x).

Além disso, o metotrexato administrado nas doses de 20 ou 40 mg/kg,
i.p., antes da pleurisia induzida pela carragenina 4 ou 48 h, respectivamente,
nao alterou a resposta inflamatéria no coragédo e nos rins de camundongos

com pleurisia (P > 0,05) (Resultados ndo mostrados).

5.8 Efeito do Metotrexato sobre a expressao de CD11a/CD18 em tecidos
(pulmao e baco) de animais com pleurisia

As moléculas de adesdo (CD11a e CD18) foram pesquisadas no pulméao
e no baco de camundongos com pleurisia, por meio da técnica de
imunohistoquimica utilizando-se para isso anticorpos monoclonais de rato anti-
camundongos. As figuras identificadas como (A) revelam a analise
imunohistoquimica dos tecidos de animais tratados somente com solugao
salina estéril (NaCl 0,9%) e as figuras (B) animais tratados com carragenina

1%/cav (4 ou 48 h).
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Nos pulmdes, o metotrexato na dose de 20 mg/kg, i.p. administrado 0,5 e
24 h, diminuiu 0 numero de moléculas de adesao do tipo CD11a: de score 1,
para score 0 (P < 0,01) (Figura 24C e D).

Ja na segunda (48 h) fase da pleurisia, podemos observar que o
metotrexato na dose de 40 mg/kg, i.p. foi capaz de diminuir significativamente a

expressao de moléculas de adesao do tipo CD11a: de score 4, para score 0 (P

< 0,01) (Figura 25C).

Figura 24 — Analise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesao CD11a, no pulmao de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina
1 %/cav.. C- Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina,
sobre a expressao de molécula de adesdo CD11a no pulmao. D - Efeito do metotrexato (20
mg/kg, i.p.), administrado 24 h antes da carragenina, sobre a expressao de molécula de adesao
CD11a no pulméao (Aumento de 400 x).
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Figura 25 — Andlise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesdo CD11a, no pulméo de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A
— Camundongos tratados com solugdo salina estéri. B — Camundongos tratados com
carragenina. C- Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina,
sobre a expressao de molécula de adesao CD11a no pulméao (Aumento de 400 x).

Em relacdo aos marcadores celulares do tipo CD18, estes foram
significativamente reduzidos, nos pulmdes de score 2 para score 1 (P < 0,01)
(Figura 26C e D), em ambos os tempos de tratamento prévio estudados,
quando comparados ao grupo controle.

Avaliando a expressao deste mesmo parametro nos pulmdes na segunda
(48 h) fase da pleurisia, podemos observar que o metotrexato na dose de 40
mg/kg, i.p. nédo foi capaz de diminuir a expresséo de moléculas de adeséo do

tipo CD18 score 4 (P > 0,05) (Figura 27C)

de adesdo CD18, no pulmao de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugéo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressdo de molécula de adesdo CD18 no pulméo. D - Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 24 h antes da carragenina, sobre a expressdao de molécula de adesdao CD18 no
pulmé&o (Aumento de 400 x).

AT &, e

§ T Sgnd TR iR, Y Al A
Figura 27 — Analise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesao CD18, no pulméo de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A —
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Camundongos tratados com solugéo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesdo CD18 no pulmao (Aumento de 400 x).

Analisando a expressdo da moleculas de adesdao CD11a, no baco de
camundongos com pleurisia induzida pela carragenina 4 h, podemos observar
que o metotrexato na dose de 20 mg/kg, i.p. administrado 0,5 e 24, diminuiu
significantemente a expressao desta moléculas de score 2, para score 0 em
ambos os tempos de tratamento prévio (P < 0,01) (Figura 28C eD).

Ja na segunda (48 h) fase da pleurisia, a expressao de moléculas do tipo
CD11a no bacgo, foram reduzidas de score 2, para score 1, quando

comparados a grupos controle (B) (P < 0,01) (Figura 29C).

&

Figura 28 — Analise comparativa de cortes histologicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesao CD11a, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugéo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a
presenca de molécula de adesdo CD11a no bago. D - Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 24 h antes da carragenina, sobre a expressao de molécula de adesao CD11a no
baco (Aumento de 400 x).
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Figura 29 — Analise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressao de moléculas
de adesdo CD11a, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A —
Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesdo CD11a no bago (Aumento de 400 x).

Avaliando, as moléculas de adesado do tipo CD18 no bago, podemos
evidenciar uma diminuicdo na sua expressao de score 4, para score 1 (P <
0,01) (Figura 30C e D).

Ja na segunda (48 h) fase da pleurisia, quando os animais foram tratados

com metotrexato na dose de 40 mg/kg, i.p. 0,5 h antes, as moléculas do tipo

CD18, foram reduzidas de score 4, para score 2 (P < 0,01) (Figura 31C).
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Figura 30 — Analise comparativa de cortes histologicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesdo CD18, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugao salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesdo CD18 no bago. D - Efeito do metotrexato (20 mg/kg, i.p.),
administrado 24 h antes da carragenina, sobre a presenca de molécula de adesédo CD18 no

baco (Aumento de 400 x).

:
e

Figura 31 — Andlise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesdo CD18, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A —
Camundongos tratados com solugao salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito do metotrexato (40 mg/kg, i.p.), administrado 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesado CD18 no bago (Aumento de 400 x).

5.9 Efeito da Ciclosporina A sobre a contagem total e diferencial de

leucdcitos na cavidade pleural de camundongos com pleurisia
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A ciclosporina A, quando administrada nas doses de (0,1-20 mg/kg, i.p.)
0,5 h antes da pleurisia induzida pela carragenina, foi capaz de inibir
significantemente a migracao de leucdcitos para a cavidade pleural de animais
com pleurisia (x106) (Cg 4 h: 5,87 £ 0,51; 0,1 mg/kg: 4,4 = 0,09; 0,5 mg/kg:
4,15+ 0,22; 1 mg/kg: 3,6 + 0,29; 2 mg/kg: 3,72 + 0,62; 5 mg/kg: 3,27 £ 0,25; 10
mg/kg: 2,28 £ 0,20; 20 mg/kg: 2,76 £ 0,42) (P < 0,05) (Figura 32). Esta inibicao
se deu as custas de polimorfonucleares (x106) (Cg 4 h: 4,69 +0,45; 0,1 mg/kg:
2,71 +0,08; 0,5 mg/kg: 2,62 + 0,11; 1 mg/kg: 1,39 + 0,30; 2 mg/kg: 2,27 + 0,44;

5 mg/kg: 2,07 + 0,20; 10 mg/kg: 1,59 + 0,23; 20 mg/kg: 1,41 + 0,26) (P < 0,05)
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(Figura 32 inset).

Figura 32 — Efeito da ciclosporina A, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg, 1%/cav.). Efeito da ciclosporina A (0,1-20 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h
antes, sobre os niveis de leucécitos na cavidade pleural. Inset, Efeito deste farmaco sobre os
niveis de polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controles, tratados apenas com Cg.
Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. * P < 0,05; ** P <
0,01.

Na analise do perfil temporal a ciclosporina A, na dose de 1 mg/kg, i.p.,

diminuiu significativamente o acumulo de leuc6citos na cavidade pleural,
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quando administrada de 0,5 a 4 h antes da carragenina (x106) (Cg 4 h:587 +
0,51; CsA 0,5 h: 3,60 £ 0,29; CsA 1 h: 2,90 £ 0,42; CsA 2 h: 2,97 £ 0,90; CsA 4
h: 4,17 + 0,25) (P < 0,05) (Figura 33). Esta inibicado de leucécitos se deu as
custas de polimorfonucleares (x106) (Cg 4 h: 469 = 0,45; CsA 0,5 h: 1,39
0,30; CsA 1 h: 1,60 £ 0,33; CsA 2 h: 1,62 + 0,44; CsA 4 h: 2,95 £ 0,34) (P <

0,01) (Figura 33 inset).
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Figura 33 - Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 a 4 h antes da
administragdo da carragenina (1%/cav.), na primeira (4 h) fase da pleurisia, em camundongos.
Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de leucdécitos. Inset, Efeito desta droga
sobre os niveis de polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle, tratados apenas
com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical 0 SEM. * P <
0,05, ** P < 0,01.
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Na segunda fase da pleurisia (48 h) a ciclosporina A, apenas na dose de
2 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da indugéo da pleurisia induzida pela carragenina, foi
capaz de inibir a migracéo leucocitaria para a cavidade pleural (x10°%) (Cg 48 h:
8,12 + 1,00; 2 mg/kg: 5,70 + 0,44) (P < 0,05) (Figura 34). Esta inibicdo se deu
as custas de mononucleares (x10°%) (Cg 48 h: 5,32 + 0,41; 2 mg/kg: 3,12 +
0,31) (P < 0,05) (Figura 34 inset). Além disso, observamos que este farmaco
(0,5, 1 e 5 mg/kg, i.p., 0,5 h antes), tambem foi capaz de inibir os
mononucleares, mas nao os leucocitos na pleurisia induzida pela carragenina
48 h (x106) (Cg 48 h: 5,32 £ 0,41; 0,5 mg/kg: 2,61 £0,33; 1 mg/kg: 1,56 £ 0,21 e

5 mg/kg: 3,12 +0,57) (P < 0,05) (Figura 34 e 34 inset).
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Figura 34 — Efeito da ciclosporina A, na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela

carragenina (Cg 1%/cav.). Efeito da ciclosporina A (0,1 - 5 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h

antes, sobre os niveis de leucdcitos na cavidade pleural. Inset, Efeito desta droga sobre

os niveis de polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle, tratados apenas

com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. * P
< 0.05; ** P < 0,01.
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Ao analisarmos o perfil temporal a ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.),
observamos que esta foi capaz de inibir a migragdo leucocitdria para a
cavidade pleural apenas quando administrada 0,5 h antes da inducédo da
pleurisia (x106) (Cg 48 h: 8,12+ 1,00; CsA 0,5 h: 5,70 £ 0,44) (P < 0,05) (Figura
35). Esta inibicao ocorreu as custas de mononucleares (x106) (Cg 48 h: 5,32
0,41; CsA 0,5 h: 3,12 £ 0,31) (P < 0,05) (Figura 35 inset). Além disso, nas
mesmas condi¢cdes experimentais, a CsA administrada 2 h antes da Cg
também inibiu significativamente os mononucleares, mas n&o os leucocitos

totais (x10%) (Cg 48 h: 5,32 +0,41; CsA 2 h: 3,66 + 0,31) (P < 0,05) (Figura 35
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Figura 35 - Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 - 4 h antes da
administragdo da carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito da
ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de leucécitos na cavidade pleural. Inset, Efeito
deste farmaco sobre os niveis de polimorfonucleares e mononucleares. C = Animais controle,
tratados apenas com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical
0 SEM. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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5.10 Efeito da ciclosporina A sobre a contagem de macrofagos na
cavidade pleural de camundongos com pleurisia

Para avaliacao deste parametro inflamatério, utilizou-se apenas os grupos
de animais com pleurisia 48 h, devido aos macrofagos participarem
principalmente da resposta imune adaptativa 48 h apds administracdo do
agente flogistico. Neste experimento observamos uma diminuigédo significativa
dos leucécitos totais (% de inibicao: 29,8%), bem como de mononucleares (%
de inibicdo: 41,3%) e de macréfagos (% de inibicdo: 84,1%) na cavidade

pleural de animais com pleurisia (P < 0,01) (Figura 36).
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Figura 36 - Efeito da ciclosporina A na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg 1%/cav.). Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes, sbre
0s niveis de leucdcitos totais (L. totais), mononucleares (Mono.) e macréfagos (Macrof.) na
cavidade pleural. C = Animais controle, tratados apenas com Cg. Os valores descritos acima
das barras referem-se a percentagem de inibigdo, em relagdo ao grupo controle. Cada grupo
representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. ** P < 0,01.

5.11 Efeito da ciclosporina A sobre a contagem total e diferencial de

leucocitos no sangue de camundongos com pleurisia
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A ciclosporina A, na dose de 1 mg/kg, i.p., administrada 1 h antes da
inducdo da pleurisia induzida pela carragenina, diminuiu significativamente o
nimero total de leucécitos no sangue de camundongos com pleurisia (x10°)
(Cg 4 h:8,30+0,46; CsA: 4,32 £ 1,18) (P < 0,01) (Figura 37), e esta inibigdo se
deu as custas da inibicdo de mononucleares (x106) (Cg 4 h: 7,62 £ 0,63; CsA:

3,12+ 0,94) (P < 0,01) (Figura 37 inset).
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Figura 37 - Efeito da ciclosporina A na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg 1%/cav.). Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes, sobre
os niveis de leucécitos no sangue, Inset, efeito da ciclosporina A, sobre os niveis de
polimorfonucleares e mononucleares no sangue. C = Animais controle, tratados apenas com
Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. ** P < 0,01.
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Quando observamos o efeito da CsA na segunda fase (48 h) da pleurisia
induzida pela carragenina, verificamos que este farmaco, administrado na dose
de 2 mg/kg i.p., 0,5 h, foi capaz também de diminuir o nimero total de
leucdcitos no sangue (x10°) (Cg 48 h: 14,24 + 0,93; CsA 0,5 h: 8,06 + 1,21) (P
< 0,01) (Figura 38), e esta diminuicdo se deu também as custas de

mononucleares (x10°) (Cg 48 h: 13,00 + 1,30; CsA 0,5 h: 2,96 + 0,61) ( P <
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Figura 38 - Efeito da ciclosporina A na segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina (Cg 1%/cav.). Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h antes,
sobre os niveis de leucécitos no sangue, Inset, efeito da ciclosporina A, sobre os niveis de
polimorfonucleares e mononucleares no sangue. C = Animais controle, tratados apenas com
Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. ** P < 0,01.
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5.12 Efeito da ciclosporina A sobre a exsudacao na cavidade pleural de
camundongos com pleurisia

A ciclosporina A nas doses de 0,1 a 20 mg/kg, 0,5 h antes da inducéo da
pleurisia, ndo foi capaz de inibir os niveis de exsudacao na primeira fase (4 h)
da resposta inflamat6ria induzida pela carragenina (P > 0,05) (Resultados néo
mostrados). Ja na segunda fase (48 h) desta resposta inflamatoria,
observamos que a administracdo deste farmaco nas doses de 0,5, 1,2 e 5
mg/kg, i.p., foi capaz de inibir a exsudagdo na cavidade pleural de
camundongos (ug/mL) (Cg 48 h: 16,69 + 1,84; 0,5 mg/kg: 8,07 + 0,63; 1 mg/kg:
9,79 + 0,43; 2 mg/kg: 8,74 + 0,50 e 5 mg/kg: 8,21 + 0,81) (P < 0,01) (Figura
39).

Figura 39 - Efeito da Ciclosporina A (0,5 - 5 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 antes da
carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito da ciclosporina A (0,5
-5 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de exsudagdo. C = Animais controle, tratados apenas com Cg.
Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. ** P < 0,01.
Avaliando o perfil temporal deste farmaco, observamos que na segunda
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fase (48 h) da pleurisia, a ciclosporina A na dose de 2 mg/kg, i.p., (0,5, 1,2 e 4

h) antes da administragdo da carragenina 48 h, inibiu significativamente os
niveis de exsudacéo (ug/mL) (Cg 48 h: 16,70 + 1,84; 0,5 h: 8,74 £ 0,50; 1 h:

10,25+ 0,90;2h:5,99+1,20e 4 h: 7,21 £0,89) (P <0,01) (Figura 40).
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Figura 40 - Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada de 0,5 a 4 h antes da
administragdo da carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito da
ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) sobre os niveis de exsudagdo. C = Animais controle, tratados
apenas com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a barra vertical o SEM.
**P <0,01.

5.13 Efeito da ciclosporina A sobre a permeabilidade vascular em tecidos
(pulmao, baco, rins, figado e coracao) de camundongos com pleurisia
Para a avaliagdo deste parametro inflamatério, utilizou-se apenas os
grupos de animais com pleurisia 48 h, devido a estes grupos terem
apresentado inibicdo dos niveis de azul de evans no lavado pleural de
camundongos com pleurisia, em experimentos anteriores. Além disso, foi
utilizado o tempo de tratamento prévio de 0,5 h, da inducao da pleurisia 48 h,

devido a ser o melhor tempo de tratamento observado.
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A ciclosporina A, administrada na dose de 2 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da
pleurisia 48 h, inibiu apenas a exsudacao nos pulmdes (ug/g de tecido umido)

(Cg 48 h: 10,09 + 1,06; CsA: 7,03 % 0,98) (P < 0,05) (Figura 41).
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Figura 41 - Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 da administracdo da
carragenina, na segunda (48 h) fase da pleurisia em camundongos. Efeito da Ciclosporina A (2
mg/kg, i.p.) sobre a permeabilidade vascular em tecidos. C = Animais controle, tratados apenas
com Cg. Cada grupo representa uma média de4 a 6 animais e a barra vertical o SEM. * P <
0,05.

5.14 Efeito da ciclosporina A sobre as concentracdées da mieloperoxidase,

adenosina-deaminase e nitrato/nitrito no lavado pleural de camundongos
com pleurisia

Na primeira fase (4 h) da pleurisia a ciclosporina A (1 mg/kg, i.p., 1 h
antes da carragenina), inibiu significativamente as concentracbées de MPO
(mM/mL) (Cg 4 h: 631,15+ 42,8; CsA 1 h: 90,50 + 21,6) (P < 0,01) (Figura 42).
Avaliando o mesmo parametro na segunda (48 h) fase desta resposta
inflamatéria, observamos que a ciclosporina A 2 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da
administragao da carragenina, ndo foi capaz de diminuir as concentragdes da

mieloperoxidase no lavado pleural (Resultados ndao mostrados).
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Quando avaliamos a atividade da ciclosporina A sobre niveis de
adenosina-deaminase neste modelo experimental, podemos observar que este
farmaco quando administrado na concentracdo de 1 mg/kg, i.p., 1 h antes da
carragenina, ndo inibiu este parametro nem na primeira (4 h), nem na segunda
(48 h) fases da resposta inflamatéria induzida pela carragenina (Resultados
nao mostrados).

Na avaliacdo dos niveis de nitrato/nitrito, utilizou-se também doses e
tempos-resposta ja determinados previamente em experimentos anteriores. A
ciclosporina A quando administrada por via (i.p.) na dose de 1 mg/kg, 1 h antes
da carrageninan 4 h, diminuiu significativamente os niveis de nitrito/nitrato
(NOx) (uM) (Cg 4 h: 22,41 + 2,0; CsA 1 h: 2,99 £ 0,1) (P < 0,01) (Figura 43A).
Na avaliacao da segunda fase (48 h) da pleurisia, a ciclosporina A na dose de
2 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da carragenina, também diminuiu significativamente
este parametro (NOx) (uM) (Cg 48 h: 10,64 £ 1,1; CsA 0,5 h: 5,66 £ 1,20) (P <
0,01) (Figura 43B).
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Figura 42 - Efeito da Ciclosporina A, na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos. Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.), administrada 1 h antes
da carragenina 4 h, sobre os niveis da mieloperoxidase na cavidade pleural. C = Animais
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controle, tratados apenas com Cg. Cada grupo representa uma média de 4 a 6 animais e a
barra vertical 0o SEM. ** P < 0.01.
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Figura 43 - Efeito da Ciclosporina A, na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da pleurisia
induzida pela carragenina em camundongos. A - Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.),
administrada 1 h antes da carragenina 4 h, sobre os niveis de nitrato / nitrito (NOx) na cavidade
pleural. B - Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.), administrada 0,5 h antes da carragenina 48
h, sobre os niveis de nitrato / nitrito na cavidade pleural C = Animais controle, tratados apenas
com Cg. Cada grupo representa uma média de 6 a 10 animais e a barra vertical o SEM. * P <
0,05; ** P <0,01.

5.15 Efeito da Ciclosporina A sobre a organizacdo celular nos orgaos

(pulmao, figado, baco, coracao e rins) de camundongos com pleurisia

A pesquisa do infiltrado celular em tecidos foi realizada por meio de
técnica s histologicas, observando-se o tipo de leucécitos no pulmao, figado,
baco, coracao e rins, além do grau de alteracdo morfolégica celular tecidual em
animais tratados com a ciclosporina A, antes da inducdo da pleurisia pela
carragenina. As figuras enumeradas (A) representam a analise histolégica de
tecidos (pulméo, bago, figado, coragdo e rins) de camundongos tratados
somente com solugéo salina estéril (NaCl 0,9 %).

Na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida pela carragenina a
ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.) administrada 1 h antes, promoveu uma diminuigao

significativa na congestao celular nos pulmdes de camundongos com pleurisia
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(de grau 3: abundante, para grau 1: discreto) (P < 0,01), além de uma
diminuicdo do numero de polimorfonucleares (de grau 3: abundante, para grau

1: discreto) (P < 0,01) (Figura 44C). E estes resultados foramcomparados com

o grupo controle (Figura 44B).
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Figura 44 — Analise comparativa de cortes histopatolégicos de pulmées de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A — Camundongos tratados com solugao salina estéril. B
— Camundongos tratados com carragenina (1%). Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.),
administrada 1 h antes da carragenina, sobre a infiltragcéo e organizac¢ao celular nos pulmdes.
Na segunda (48 h) fase desta inflamacéo a ciclosporina A, foi capaz de

diminuir significantemente a infiltracdo de polimorfonucleares e de
mononucleares para os alvéolos pulmonares (de grau 3: abundante, para grau
1: discreto) (P < 0,01), além de diminuir consideravelmente a congestdo
tecidual observada no grupo controle (de grau 3: abundante, para grau 1:
discreto) (P < 0,01) (Figura 45C). E estes resultados foram comparados com o

grupo controle (Figura 45B).

Figura 45 — Analise comparativa de cortes histopatolégicos de pulmdes de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A — Camundongos tratados com solugao salina estéril.

il o




JUSTIFICATIVA 68

B — Camundongos tratados com carragenina (1%). Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.),
administrada 0,5 h antes da carragenina, sobre a infiltragao e organizagao celular nos pulmdes.

Quando avaliamos o efeito deste mesmo farmaco sobre a organizacéo
celular no figado, evidenciamos o desapararecimento da degeneracéo
hidrépica (de grau 2: moderado, para grau 0: ausente) (P < 0,01), diminuicao
da discariose celular (de grau 2: moderado, para grau 1: discreto) (P < 0,01),
além da diminui¢cdo na infiltracao de polimorfonucleares e de mononucleares

(de grau 2: moderado, para grau 1: dicreto) (P < 0,01) (Figura 46C), quando

comparados ao grupo controle (Figura 46B).

Figura 46 — Analise comparativa de cortes histopatoldgicos do figado de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A — Camundongos tratados com solugéo salina estéril. B
— Camundongos tratados com carragenina (1%). Efeito do ciclsoporina A (1 mg/kg, i.p.),
administrada 1 h antes da carragenina, sobre a infiltragao e organizagao celular no figado.

Na avaliacado do figado na segunda (48 h) fase da pleurisia, observamos
que o tratamento com ciclosporina A, na dose de 2 mg/kg, i.p., 0,5 h antes da
inflamacéo promoveu uma diminuicao significativa na degeneracao hidrépica
(de grau 3: abundante, para grau 1: discreto) (P < 0,01), diminuigdo da
discariose nuclear (de grau 2 : moderado, para grau 1: discreto) (P < 0,01),

diminuicdo dos focos de necrose (de grau 3: abundante, para grau 1: discreto)
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(P < 0,01) e desaparecimento dos focos inflamatérios (de grau 3: abundante,
para grau 0: ausente) (P < 0,01) (Figura 47C) observados no grupo controle

(Figura 47B).

Figura 47 — Analise comparativa de cortes histopatoldgicos de figado de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A — Camundongos tratados com solugdo salina. B —
Camundongos tratados com Cg 1%/cav. C- Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.),
administrada 0,5 h antes da carragenina 48 h, sobre a infiltracdo e organizagédo celular no
figado.

A seguir avaliamos a organizag&o celular no bago, dos animais tratados

com ciclosporina A na dose de 1 mg/kg, i.p. 1 h antes da induc¢ao da pleurisia,
e podemos observar que houve uma diminuigao significativa da hiperplasia na
polpa branca (de grau 1: discreto, para grau 0: ausente) (P < 0,01), da
esplenite com diminuigdo no numero de leucocitos do tipo polimorfonucleares
observados na polpa vermelha (de grau 2: moderado, para grau 1: discreto) (P

< 0,01) (Figura 48C), em relacéo ao grupo controle (Figura 48B).

Figura 48 — Andlise comparativa de cortes histopatoldgicos de bago de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A — Camundongos tratados com solugéo salina. B —
Camundongos tratados com Cg 1%/cav. C- Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.),
administrada 1 h antes da carragenina 4 h, sobre a infiltragao e organizagao celular no bago.
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Na segunda (48 h) fase da pleurisia, a ciclosporina A na dose de 2 mg/kg,
i.p. administrada 0,5 h antes da indug¢édo da pleurisia, foi capaz de diminuir de
forma significativa a esplenite, bem como o numero de mononucleares (grau 3:
abundante, para grau 1: discreto) (P < 0,01) na polpa vermelha e causar o
desaparecimento dos centros germinativos da polpa branca no bago (de grau

3: abundante, para grau 0: ausente) (P < 0,01) (Figura 49C), quando

comparados ao grupo controle (Figura 49B).

Figura 49 — Andlise comparativa de cortes histopatolégicos de bago de camundongos, na
pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A — Camundongos tratados com solugdo salina. B —
Camundongos tratados com Cg 1%/cav. C- Efeito da Ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.),
administrada 0,5 h antes da carragenina 48 h, sobre a infiltragdo e organizagao celular no bago.

Nos outros 6rgaos estudados (coracdo e rins) nao observou-se
modificagdes significativas quanto a organizacdo celular em nenhum dos

experimentos realizados. (Resultados ndo mostrados).

5.16 Efeito da Ciclosporina A sobre a expressdo de CD11a/CD18 em
tecidos (pulmao e baco) de animais com pleurisia

As moléculas de adesdo (CD11a e CD18) foram pesquisadas no pulméao
e no bagco de camundongos com pleurisia, por meio da técnica de
imunohistoquimica utilizando-se para isso anticorpos monoclonais de rato anti-
camundongos. As figuras identificadas como (A) revelam a andlise

imunohistoquimica dos tecidos de animais tratados somente com solugéo
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salina estéril (NaCl 0,9%). As figuras (B) representam animais tratados com
carragenina 1%/cav (4 e 48 h) e as figuras (C e D) camundongos tratados com
a ciclosporina A, antes da pleurisia induzida pela carragenina 4 e 48 h.

Analisando os pulmdes, a ciclosporina A na dose de 1 mg/kg, i.p.
administrada 1 h, diminuiu significantemente a expressdo de moléculas de
adesdo CD11a: de score 1, para score 0 (P < 0,01) (Figura 50C).

Avaliando o efeito deste farmaco na segunda (48 h) fase da pleurisia,
sobre a expressdo das moléculas de adesdo do tipo CD11a, nos pulmbes
podemos bservar que a ciclosporina A na dose de 2 mg/kg, i.p. diminuiu de

forma significativa a expressao de moléculas de adesdo CD11a, de score 4,

para score 2 (P <0,01) (Figura 51C).

(il

Figura 50 — Andlise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesao CD11a, no pulmao de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.), administrada 1 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesao tipo CD11a no pulméo (Aumento de 400 x).

Figura 51 — Analise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de molécula
de adesao CD11a, no pulmao de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A
— Camundongos tratados com solugdo salina estéri. B — Camundongos tratados com
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carragenina. C- Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.), administrada 0,5 h antes da carragenina,
sobre a expressao de molécula de adesao tipo CD11a no pulmao (Aumento de 400 x).

Avaliando-se o efeito da ciclosporina A, quando administrada na dose de
1 mg/kg, i.p. 0,5 h antes da carragenina 4 h, sobre a expressdo de moléculas
do tipo CD18, observamos uma redugéo significativa de score 2, para score 0
(P <0,01) (Figura 52C).

Ja na segunda (48 h) fase da pleurisia a ciclosporina A, aplicada na dose
de 2 mg/kg, i.p., 0,5 h antes do agente flogistico, reduziu significantemente a

expressao de moléculas de adesdao CD18 de score 4, para score 3 (P < 0,01)

(Figura 53C).

Figura 52 — Andlise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesao CD18, no pulmao de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito da Ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.), administrada 1 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesdo CD18 no pulmao (Aumento de 400 x).

Figura 53 — Analise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a presenca de moléculas
de adesao CD18, no pulméo de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A —
Camundongos tratados com solugdo salina estéril. B— Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.), administrada 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesdo CD18 no pulmao (Aumento de 400 x).
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Analisando a expressdo de moleculas de adesao do tipo CD11a no baco
de camundongos, podemos observar que a ciclosporina A, na dose de 1
mg/kg, i.p. administrada 1 h antes, diminuiu a expressao destas moléculas de
score 2, para score 0 (P < 0,01), na pleurisia induzida pela carragenina 4 h
(Figura 54).

J& na segunda (48 h) fase da pleurisia, a ciclosporina A na dose de 2

mg/kg, i.p. 0,5 h antes, ndo foi capaz de diminuir a expressao de moléculas de

adeséo do tipo CD11a no bago, score 2 (P > 0,05) (Figura 55).

Figura 54 — Analise comparativa de cortes histologicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesdo CD11a, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugéo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.), administrada 1 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adesao tipo CD11a no bago. (Aumento de 400 x).

Figura 55 — Andlise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expresséo de moléculas
de adesao tipo CD11a, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A
— Camundongos tratados com solugdo salina estéri. B — Camundongos tratados com
carragenina. C- Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.), administrada 1 h antes da carragenina,
sobre a expressao de molécula de adesao tipo CD11a no bago (Aumento de 400 x).
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Avaliando, as moléculas de adesado do tipo CD18 no bago, podemos
evidenciar uma diminuicdo na sua expressao de score 4, para score 1 (P <
0,01), quando a ciclosporina A foi administrada na dose de 1 mg/kg, i.p. 1 h
antes, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h (Figura 56C).

Ja na segunda (48 h) fase da pleurisia, quando os animais foram tratados
com ciclosporina A na dose de 2 mg/kg, i.p. 0,5 h antes, as moléculas do tipo
CD18, foram reduzidas de forma significativa de score 4, para score 2 (P <

0,01) (Figura 57C).

Figura 56 — Andlise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a exprfessao de moléculas
de adesao CD18, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 4 h. A —
Camundongos tratados com solugéo salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito da ciclosporina A (1 mg/kg, i.p.), administrada 1 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adeséo tipo CD18 no bago (Aumento de 400 x).

4

Figura 57 — Analise comparativa de cortes histoldgicos, revelando a expressdo de moléculas
de adesao CD18, no bago de camundongos, na pleurisia induzida pela carragenina 48 h. A —
Camundongos tratados com solugao salina estéril. B — Camundongos tratados com carragenina.
C- Efeito da ciclosporina A (2 mg/kg, i.p.), administrada 0,5 h antes da carragenina, sobre a
expressao de molécula de adeséo tipo CD18 no bago (Aumento de 400 x).
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6.DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho contribuem significativamente para
ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos relacionados a agao de
farmacos imunossupressores, € 0 sSeu possivel uso em processos
inflamatérios, principalmente relacionados a doencas das vias aéreas. No caso
especifico, a utilizacdo do metotrexato e da ciclosporina A no modelo da
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. Neste trabalho
observou-se a participacdo de alguns mediadores inflamatorios
(mieloperoxidase, adenosina-deaminase, 0xido nitrico), além das moléculas de
adesao na resposta bifasica (4 e 48 h) mediada pela carragenina na cavidade
pleural de camundongos, bem como as possiveis implicacdes sistémicas
destes farmacos neste modelo experimental (migracdo leucocitéria,
permeabilidade vascular, exsudacdo e infiltracdo de leucocitos para os
tecidos).

Na analise conjunta dos resultados obtidos com o metotrexato e a
cilclosporina A, observamos que ambos os farmacos foram eficazes em
inibir a migracdo de leucécitos para a cavidade pleural, quando
administrados sistemicamente na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida
pela carragenina (DALMARCO et al., 2002). Esta inibicdo, ocorreu as
custas da migracdo de leucocitos do tipo polimorfonucleares, principais
células a migrarem para a cavidade pleural na primeira (4 h) fase da
resposta inflamatdria neste modelo experimental (SALEH et al., 1999). E
interessante ressaltar que este efeito inibitério sobre a migracao celular
para a cavidade pleural, na primeira (4 h) fase da inflamacao nao foi dose

dependente, tanto no tratamento com metotrexato ou ciclosporina A.
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Podemos evidenciar também uma diminuicdo significativa nas
concentracbes de mieloperoxidase, o que comprova que ambos o0s
farmacos séo eficazes em diminuir a ativagdo deste tipo celular no lavado
pleural, jA que a mieloperoxidase € uma enzima presente principalmente
em leucécitos ativados do tipo polimorfonucleares (TANG et al., 1998;
KAYAZAWA et al., 2002; GASSER et al., 2003; WALRAND et al., 2003).
Estes resultados sdo corroborados por outros estudos, que também tém
demonstrado o efeito de farmacos imunossupressores sobre a inibicdo da
migragao leucocitaria em diversos modelos animais, como por exemplo na
artrite induzida pelo colageno, em ratos (OLIVER et al., 1995), no
transplante cardiaco, em ratos (CIESIELSKI et al., 1998), na pneumonia
induzida por Escherichia coli, em camundongos (WANG et al., 2002), além
da reacao de hipersensibilidade do tipo IV, induzida pela tuberculina, em
cobaias (WINKELSTEIN, 1975). Estudos em humanos também
demonstraram que o metotrexato inibiu a migracdo leucocitaria para o
tecido articular de pacientes com artrite reumatéide (O’CALLAGHAN et al.,
1988; KRAAN et al., 2000). Além disso, este farmaco também inibiu a
infiltracado leucocitaria, na leucemia linfoblastica aguda (DERVIEUX et al.,
2002).

Ja a ciclosporina A, parece também ser efetiva em inibir, in vitro, a
quimiotaxia de leucocitos, a producdo de anion superoxido e as
lisoenzimas de neutrofilos induzidas por agonistas do tipo FMLP (formil-
metionil-leucil fenilalanina) (SPISANI et al., 2001). Este farmaco também
inibiu, in vitro, a citocina M-CSF (fator estimulante de macro6fagos) que
promove a proliferacdo e a diferenciacdo de mondcitos a macréfagos,

estimulados por clones de células CD3 positivas (FRETIER et al., 2002),
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bem como a infiltragdo de neutr6filos e de macréfagos, no modelo da
bolsa de ar, induzida por Streptococcus do grupo A, em ratos (DIETER-
GERATZ et al.,, 1993). Em humanos, existem varios relatos do efeito
inibitério deste farmaco sobre a migracdo celular, dentre eles podemos
destacar: diminuicdo na migracao de eosindfilos para os pulmdes de
pacientes asmaticos (TSAIl et al., 1994), diminuicAo na migracdo de
neutréfilos para a conjuntiva, em pacientes com oftalmite fibrética
(LEONARDI et al.,, 2001), aléem de aumentar a sobrevida de pacientes
submetidos a transplantes de érgaos, por meio da diminuicdo na migracao
de células inflamatérias para os tecidos transplantados, como 0s rins
(OBERBAUER et al., 2003) e o pancreas (KNIGHT et al., 2003).

Neste contexto, é importante comentar sobre a relagao direta entre
a migracao leucocitaria e a expressdo de moléculas de adesdo. Neste
contexto, sabe-se que durante o processo inflamatério, os leucocitos séo
recrutados para o sitio da lesdo por substancias chamadas de
guemocinas, mas para que estas células migrem dos vasos sanglineos
para o tecido inflamado, além da vasoconstricdo local, é necesséria a
participagdo de estruturas denominadas de moléculas de adeséao
(MACKAY e IMHOF, 1993; KULIDJIAN et al., 1999). O contato inicial entre
os leucécitos e o endotélio vascular € mediado primeiramente pelas
selectinas (E-, L- e P-, também conhecidas por CD62E, CD62L e CD62P)
e seus receptores, que permitem que o leucécito percorra ao longo do
endotélio vascular (COITO et al., 2002). A préxima etapa no processo de
migracdo, é a adesao forte dos leucécitos no endotélio a qual € mediada
principalmente pelas integrinas (DEDRICK et al., 2002). As principais

integrinas envolvidas na migracdo e na fixagdo dos linfocitos T no tecido
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inflamado, sdao o complexo LFA-1 (CD11a/CD18) e o VLA-4
(CD49d/CD29) e seus receptores (ICAM-1 e CD54), respectivamente
(DEDRICK et al., 2002; ANDERSON e SIAHAAN, 2003).

Pesquisas em diversos modelos experimentais vém demonstrando que
o complexo CD11a/CD18, também denominado de LFA-1, uma integrina da
classe B2 é expressa em todos os leucécitos, e esta é importante para a
migracao celular para o sitio do processo inflamatério (KILGORE et al., 1998).
Estas moléculas de adesdo sdo denominadas de integrinas e fisiologicamente
tém baixa afinidade pelo seu ligante. Ap6s o estimulo induzido por citocinas
pré-inflamatérias ou por ativacdo do fator de transcricao nuclear NF-kappa B,
as moléculas de adesdo presentes nos leucécitos e nas células endoteliais
adquirem alta afinidade pelo seu ligante (TURUTIN et al., 2003). A partir deste
evento e com a liberacdo também de fatores quimiotaticos, ocorre a ligacao
firme entre os leucécitos e o endotélio, permitindo, assim, a migracao celular
(HAN et al., 2001; TACHIMOTO et al., 2002). E importante ressaltar, ainda,
que estudos em animais knockout ou transgénicos tém demonstrado a
importancia da expressdao de moléculas de adesdo em nivel fisiolégico
(MIZGERD et al., 1997; JUNG et al., 1998; WALZOG et al., 1999). Além disso,
estudos realizados em humanos com deficiéncia de CD18, constatou-se
migragao ineficiente de neutrofilos para o sitio do processo inflamatério, apesar
do agente infeccioso (WILLEKE et al., 2001). Outros estudos realizados
constataram que, de acordo com o 6rgao afetado ou o estimulo para induzir o
processo inflamatoério, a migracdo de neutréfilos para o sitio do processo
inflamatério, pode ser dependente ou ndo da expressdo do complexo

CD11a/CD18 (QIN et al., 1996; FLAHERTY et al., 1997).
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Sabendo-se da importancia das moléculas de adesdo, para a
manutencdo da resposta inflamatéria, investigamos o efeito tanto do
metotrexato como da ciclosporina A, na expressdo das moléculas do tipo
integrinas CD11a e CD18 principais moléculas responsaveis pela
transmigracao de leucécitos para os tecidos inflamados (DOUGLASS et al.,
1998; ZHANG et al., 1998; MINE et al., 2002). No modelo experimental da
pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, constatou-se a
expressdo destas moléculas de adesdo no pulmao, baco e figado. E
observamos que, ambos os farmacos estudados, diminuiram de forma
significativa a infiltracao de polimorfonucleares nos trés érgaos analisados, e
que esta inibicdo na migracdo de polimorfonucleares para os tecidos, ocorreu
as custas da inibicdo das moléculas de adeséo do tipo CD11a e CD18. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que estes efeitos
também foram observados em outros modelos experimentais, in vitro, como
por exemplo no modelo de adeséo celular entre neutréfilos humanos, e a
molécula de adesao ICAM-1 (LUM et al., 2002) e no modelo de lesao ulcerativa
intestinal induzida pela indometacina, em ratos (STADNYK et al., 2002). Outro
estudo importante, em humanos, tem demonstrado o efeito do metotrexato
sobre a expressao de outras moléculas de adesao, dentre elas destacam-
se a inibicao de E-selectinas, ICAM-1 e VCAM-1, em pacientes com
pengiféide bolhosa (DAHLMAN-GHOZLAN et al., 2000).

Estes resultados demonstram, um importante efeito antiinflamatério
sistétmico do metotrexato e da ciclosporina A, uma vez que observou-se
inibicdo significativa na expressdo da integrina LFA-1 e consequente
diminuigcdo na migragdo de polimorfonucleares para os tecidos inflamados na

primeira (4 h) fase da inflamagéao induzida pela carragenina, em camundongos.



JUSTIFICATIVA 37

Analisando o efeito destes farmacos na segunda (48 h) fase deste
processo inflamatério, podemos evidenciar diminuicdo significativa na
migracao de leucécitos do tipo mononucleares para os tecidos: pulmao,
baco e figado, além de diminuicdo significativa na migracdo de
polimorfunucleares, para o pulmdo e o figado. Juntamente com estes
resultados, ndo foi observada diminuicdo significativa na expressao de
CD18 no pulméo, quando os animais foram tratados com o metotrexato,
demonstrando que este farmaco na dose testada, nao foi efetivo em inibir
a expressao desta molécula de adesao (CD18) no pulméo, embora tenha
diminuido a migracao de leucécitos para o tecido inflamado na segunda
(48 h) fase desta resposta inflamatéria. O que nos leva a sugerir, que este
farmaco, na dose testada foi ineficiente em inibir a ativacdo de fatores de
transcricdo nuclear que promovem a expressdao de CD18 no pulméo, na
segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina, em
camundongos. Uma outra hipotese, seria o fato da molécula de adesao
CD18, néo apresentar papel central sobre a migragao de leucécitos para o
tecido pulmonar na segunda (48 h) fase da resposta inflamatéria induzida
pela carragenina.

Quando analisamos o efeito destes dois farmacos no baco,
podemos também evidenciar que o efeito antiinflamatério da ciclosporina
A, ndo deveu-se a inibicdo da expressao da molécula de adesao (CD11a),
pois a ciclosporina A nao inibiu significativamente a expressdo de CD11a
neste 6rgédo na segunda (48 h) fase da resposta inflamatoria induzida pela
carragenina, embora tenha ocorrido diminuicdo na migracdo de
mononucleares para o tecido inflamado. Apesar deste resultado, alguns

trabalhos tem revelado o efeito inibitério do metotrexato e da ciclosporina
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A, sobre a expressdao de moléculas de adesdo do tipo integrinas em
outros modelos experimentais, como no modelo de transplante cardiaco,
em ratos (CIESIELSKI et al., 1998), e em rim de ratos com doencga sérica
induzida por ovalbumina (RINCON et al., 2000). Em humanos, utilizando-
se técnicas de imuno-histoquimica e citometria de fluxo, observou-se que
estes farmacos foram eficazes em inibir moléculas de adesdo do tipo
CD43, VLA-4 e LFA-1 (CD11a/CD18), em pacientes com psoriase
(TORRES-ALVAREZ, et al., 1998).

Outros estudos também tem sido realizados, no sentido de verificar
0 mecanismo de agao do efeito inibitério dos farmacos estudados, sobre a
expressdao de moléculas de adesdo, dentre eles destacam-se: inibigdo de
p38 MAPK e iNOS (RAFIEE et al.,, 2002), em células endoteliais do
corddo umbilical de humanos (MARKOVIC et al., 2002) e inibicdo da
expressdao de ICAM-1 e quemocinas em células endoteliais de cérebro
humano (ZHANG et al., 2000).

Com estes resultados podemos sugerir que a utilizagcdo de ambos
os farmacos, como agentes antiinflamatérios € importante, uma vez que
foram capazes de inibir a expressdao de moléculas de adesdo e que o
recrutamento de leucdcitos, principalmente de linfécitos T efetores para o
sitio de inflamacao pode contribuir para o desenvolvimento de diversas
patologias, incluido a asma humana (MARIANI e PANINA-BORDIGNON,
2003).

Se analisarmos o efeito dos farmacos estudados em relagdo a
enzimas que participam da resposta inflamatoria, devemos destacar
primeiramente que, 0s mecanismos pelos quais os farmacos

imunossupressores, inibem o processo inflamatério vem sendo estudado
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em diversos modelos experimentais, em que a producdo de éxido nitrico
via 6xido nitrico sintase (iNOS) induzida, tem sido caracterizado (HAYEM
et al., 2000; HAMALAINEN et al., 2002). Em nosso estudo, observamos
que ambos os farmacos (metotrexato e ciclosporina A) foram capazes de
inibir significativamente as concentragbes de Oxido nitrico, importante
mediador inflamatério liberado pela acdo da éxido nitrico sintase (NOS)
em diversos tipos celulares, incluindo os polimorfonucleares (MOLERO et
al., 2002; TSUJI et al.,, 2002) e relacionado também a formacado de
edema. A hip6tese para estes resultados é que o efeito antiinflamatério do
metotrexato e da ciclosporina A, também pode ocorrer, em parte, por
inibicdo na producdo de Oxido nitrico (TRAJKOVIC et al., 1999;
DALMARCO et al., 2002). Por outro lado, diversos resultados observados
na literatura, apontam para o fato que as concentragdes de nitrato néo
estdo necessariamente correlacionadas com os niveis de neutrofilos ou de
mononucleares, indicando que nestes protocolos experimentais, o 6xido
nitrico provem de diferentes fontes celulares, além dos leucécitos (DI
ROSA et al., 1996; BARNES et al., 1998). Além disso, estudos in vitro,
utilizando macréfagos humanos da linhagem J774, induzidos por
endotoxina revelam que os farmacos imunossupressores, sao capazes de
inibir a expressdao da enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS)
(HAMALAINEN et al., 2002). Nesses estudos a ciclosporina A, foi capaz
de inibir a NOS induzida em células epiteliais de colo e em macréfagos
humanos da linhagem J774 (HAMALAINEN et al., 2002). Estudos também
demonstram que, o metotrexato inibiu a NOSi no sobrenadante de

culturas de células epiteliais de pulmao (linhagem LA-4) de camundongos
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estimulados com citomix (combinagdo de TNF-a, IL13 e INF-A) (ROBBINS
et al., 1998).

Em relacdo a adenosina-deaminase, os efeitos do metotrexato
sobre os niveis desta enzima também foi avaliada. J& foi demonstrado
que este farmaco pode aumentar as concentragcbes intracelulares da
enzima AICAR tranformilase necessaria para a sintese de purinas
(CRONSTEIN et al., 1993, 1994), o que resulta em um aumento na
liberacdo da adenosina, considerado um poderoso autacoéide
antiinflamatério (CRONSTEIN et al., 1993, 1994). Estudo in vitro,
demonstraram que a interagdo da adenosina com seus receptores tipo 2
inibe, entre outros, a expressdo de moléculas de adesdo do tipo
CD11a/CD18, em neutréfilos humanos e em midcitos caninos
(BULLOUGH et al., 1996). Para validar estes resultados, diversos estudos
in vitro, ttm demonstrado que a adenosina-deaminase € eficaz em inibir
os efeitos da liberacdo da adenosina. No presente trabalho, o tratamento
prévio dos animais com o metotrexato, promoveu reducdo no pool de
mononucleares, em associagdo com diminuigcdo significativa nas
concentracbes da ADA. De acordo com estes resultados, a hipdtese de
que a diminuicdo nas concentracdes da ADA pode favorecer o efeito da
adenosina liberada pelo metotrexato no sitio da inflamag¢éo, ndo pode ser
descartada. Por outro lado, o fato que o metotrexato administrado 0,5 h
antes da inducao da pleurisia pela carragenina, aumenta os niveis de ADA
4 h mas ndo 24 h antes, indica que este farmaco realiza seu efeito
antiinflamatério via outros mediadores envolvidos, além da adenosina
(DALMARCO et al., 2002). Em relacao a ciclosporina A, nao foi observada

nenhuma modificagdo significativa nos niveis da adenosina-deaminase,
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em nehuma das fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina,
demonstrando que os efeitos antiinflamatorios deste farmaco ndo sao
mediados pelo aumento nos niveis de adenosina (DALMARCO et al.,
2002).

Ao estudarmos a exsudacdo, verificamos que estes farmacos
diminuiram o edema na cavidade pleural de camundongos. Este
parametro inflamatério é um dos mais observados nas reacgdes
inflamatérias (GREIFF et al., 1998; EVILEVITCH et al., 1999; MCDONALD et
al., 1999) e este efeito € mediado, em parte, pelo aumento na liberacao
de bradicinina na primeira fase (4 h) e, de histamina, na primeira e
segunda fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos (GREIFF et al., 1998; EVILEVITCH et al., 1999; MCDONALD
et al., 1999). Além disso, varios estudos em humanos, tem demonstrado a
estreita relacdo entre as concentragdes de histamina e o0s niveis de
exsudacgao, na inflamacéao aguda das vias aéreas (CERVIN et al., 2002) e
nas doencgas atdpicas das vias aéreas (GREIFF et al., 2002).

Analisando o efeito do metotrexato e da ciclosporina A, sobre a
exsudacao, na cavidade pleural € nos principais érgaos (pulmao, figado,
coracao, rins e baco), observamos que ambos os farmacos nao foram
capazes de diminuir os niveis deste parametro, na primeira (4 h) fase da
pleurisia induzida pela carragenina. Possivelmente por ndo possuirem
acao sobre mediadores inflamatérios liberados e/ou formados,
responsaveis pela exsudagado na primeira (4 h) fase da pleurisia (SALEH
et al., 1998). Por outro lado, quando avaliamos este mesmo efeito na
segunda (48 h) fase desta resposta inflamatéria, observamos que ambos

os farmacos foram eficazes em reduzir de forma significativa os niveis de
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exsudacao, na cavidade pleural, além de diminuir a exsudagao nos
pulmdes, demonstrando mais uma vez o efeito anti-edematogénico dos
farmacos na cavidade pleural e nos pulmdes, na segunda (48 h) fase da
resposta inflamatéria induzida pela carragenina.

Este efeito explica-se, provavelmente, devido a acdo do metotrexato
e da ciclosporina A sobre os mediadores liberados e/ou formados nesta
fase (48 h) fase da resposta inflamatéria, relacionados a exsudacao e/ou
aumento da permeabilidade vascular (GREIFF et al., 1998; EVILEVITCH et
al., 1999; MCDONALD et al., 1999). Dentre estes mediadores, destacam-se: o
leucotrieno Dy, a interleucina 6 (IL-6), a interleucina 10 (IL-10), além do fator de
agregacao plaquetaria (PAF) (FRODE et al., 2002). Estes resultados também
coincidem com a literatura, uma vez que trabalhos mencionam que alguns
imunossupressores quando utilizados em baixas doses, ndo apresentam
inibicdo significativa sobre a diminuicdo da exsudagédo, em fases agudas em
modelos experimentais, como nos modelos da pleurisia induzida pela
carragenina em camundongos (DALMARCO et al.,, 2002), da bolsa de ar
induzida por Streptococcus do grupo A, em ratos (DIETER-GERATZ et al.,
1993), de sensibilizacdo das vias aéreas por isocianato de tolueno em cobaias
(ERJEFALT e PERSSON, 1992).

Em conjunto, os resultados obtidos, demonstram que tanto o
metotrexato como a ciclosporina A nas doses testadas, neste modelo
experimental, promoveram importante efeito antiinflamatério, principalmente
em nivel celular, inibindo os leucécitos, bem como mediadores liberados por
células. Além disso, o uso deste modelo experimental, pode ser util para o

estudo de farmacos com potencial antiinflamatorio.
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7. CONCLUSOES

1) Os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida pela carragenina
em camundongos indicam que: o metotrexato e a cicloporina A, foram
capazes de diminuir a migracao de leucocitos para a cavidade pleural, em
ambas as fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina. Alem disso,
a ciclosporina A foi capaz de diminuir o numero de leucécitos no sangue de

camundongos com pleurisia induzida pela carragenina;

2) O metotrexato e a ciclosporina A, foram capazes de inibir
significantemente a migracdo de macréfagos para a cavidade pleural na

segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina;

3) O metotrexato e a ciclosporina A, foram capazes de diminuir
significantemente a formacao de edema, apenas na segunda (48 h) fase da

resposta inflamatéria induzida pela carragenina;

4) O metotrexato e a cicloporina A, foram capazes de diminuir
significantemente a permeabilidade vascular nos pulmdes, na segunda (48 h)

fase da pleurisia induzida pela carragenina;

5) O metotrexato foi capaz de diminuir significantemente os niveis de
mieloperoxidase, 6xido nitrico em ambas as fases (4 e 48 h) da pleurisia
induzida pela carragenina. Enquanto a ciclosporina A, foi capaz de diminuir as
concentracdes de Oxido nitrico em ambas (4 e 48 h) fases da pleurisia e a

mieloperoxidase apenas na primeira (4 h) fase da pleurisia induzida pela
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carragenina. Em relacdo as concentragcdes de adenosina-deaminase, apenas
o metotrexato foi capaz de diminuir significantemente suas concentragbes na

segunda (48 h) fase da pleurisia induzida pela carragenina;

6) O metotrexato e a ciclosporina A, foram capazes de inibir a migragcéo de
leucdcitos para tecidos (pulmao, figado e bago) em ambas as fases (4 e 48 h)

da pleurisia induzida pela carragenina;

7) O metotrexato e a ciclosporina A, foram capazes de inibir a expressao de
moléculas de adesao do tipo CD11a nos pulmbes em ambas as fases (4 e 48
h) da pleurisia induzida pela carragenina, enquanto a expressao desta
molécula de adesao no bago, foi inibida por ambos os farmacos na primeira (4
h) fase da pleurisia induzida pela carragenina, j& na segunda fase (48 h) da
pleurisia induzida pela carragenina, apenas o metotrexato foi capaz de inibir a

expressao de CD11a;

8) O metotrexato e a cicloporina A, foram capazes de inibir a expressao de
moléculas de adesao do tipo CD18 nos pulmdes na primeira (4 h) fase da
pleurisia induzida pela carragenina, enquanto na segunda (48 h) fase, apenas
a ciclosporina A, foi capaz de inibir a expressao desta molécula de adesao.
Em relagéo a expressao de CD18 no baco, o metotrexato e a ciclosporina A,
foram capazes de inibir a expressao desta molécula de adesdo em ambas as

fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos;

9) Através do nosso trabalho podemos observar significantes efeitos

antiinflamatérios, dos farmacos imunosupressores em processos inflamatorios
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da cavidade pleural de camundongos, além disso a utilizacdo do modelo da
pleurisia induzida pela carragenina, que reconhecidamente é util para o
estudo de drogas com perfil antiinflamatério das vias aéreas, nos possibilitou

concluir que futuramente estes farmacos poderdo ser utilizados contra

processos inflamatoérios das vias aéreas.
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