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O modelo da [pleurisia] induzida pela [carragenina] (1%), apresenta resposta inflamatória bifásica 
(4 e 48 h) na cavidade pleural de [camundongos], A L-NOARG, o HOE 140, o NPC 17731, a 
diacereína, a indometacina, o meloxicam, a nabumetona e a dexametasona administrados 30 min 
antes da [carragenina], inibiram a migração celular e os níveis da [mieloperoxidase] na primeira fase 
(4 h) desta resposta inflamatória. Todas as drogas, com exceção da diacereína, inibiram a exsudação. 
Além disso, a diacereína, a nabumetona, a L-NOARG e a L-NAME inibiram também os níveis de 
[nitrito/nitrato]. Em relação à segunda fase (48 h), observou-se que a dexametasona e a diacereína, 
inibiram os leucócitos, enquanto que a terfenadina reduziu apenas a exsudação. Nenhuma das drogas 
estudadas reduziu os níveis da [mieloperoxidase] ou do [nitrito/nitrato]. O NPC 17731, o HOE 140 
e o NPC 18884 inibiram tanto a exsudação como a migração celular induzida pela [carragenina], 4 h. 
Neste modelo experimental observa-se a participação de [citocinas] com efeitos pró-inflamatórios 
(TNFa, IL-ip, IL-8) e antiinflamatórios (IL-6, IL-10), com base nos resultados de que tanto 
anticorpos-policlonais como citocinas-recombinantes, administrados diretamente na cavidade pleural 
juntamente com a [carragenina], reproduziram parcialmente seus efeitos pró-inflamatórios ou 
antiinflamatórios. Neste modelo de inflamação, o PDTC e a sulfasalazina (inibidores do fator de 
transcrição nuclear [NF-kB]), foram eficazes em inibir a resposta inflamatória induzida pela 
[carragenina] (4 h). Além disso, a associação de doses subliminares de drogas antiinflamatórias e 
dos inibidores (PDTC ou sulfasalazina) que isoladamente não foram eficazes, quando associados, 
mostraram efeito antiinflamatório sinergístico, inibindo tanto a migração celular como a exsudação 
na [pleurisia] induzida pela [carragenina] (4 h). Nestes experimentos observou-se também aumento 
da expressão de células [CD 18] positivas, na cavidade pleural e no pulmão, na primeira fase (4 h) 
da resposta inflamatória induzida pela [carragenina], Além disso, no modelo experimental estudado, 
não se observou resposta inflamatória sistêmica caracterizada por aumento da permeabilidade 
vascular nos pulmões e no baço, em que se pese o aumento da molécula de adesão [CD 18] em 
células pulmonares.

[Carragenina], [Nitrito/nitrato], [Mieloperoxidase], [NF-kB], [Citocinas], [Pleurisia], 
[Camundongos].
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as respostas inflamatórias local 

(cavidade pleural) e sistêmica (sangue, pulmão, rim e baço), no modelo da 

pleurisia induzida pela carragenina (1 %), em camundongos. Os parâmetros 

inflamatórios analisados foram: migração celular, grau de exsudação, 

quantificação dos níveis de mieloperoxidase e de nitrito/nitrato, determinação de 

antígenos leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45), além da 

permeabilidade vascular em tecidos (pulmão, coração, baço e rim).

Os resultados deste estudo demonstraram que:

1- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos, que 

apresenta padrão bifásico da resposta inflamatória (4 e 48 h), observou-se 

aumento significativo no nível de mieloperoxidase e do nitrito/nitrato, com picos 

em 4 e 6 h e 4 e 48 h, respectivamente (P < 0,01).

2- A L-NOARG administrada 30 min antes da carragenina inibiu significativamente 

tanto a migração celular como a exsudação na primeira fase (4 h) desta 

resposta inflamatória (P < 0,01). A duração do efeito inibitório causada pela L- 

NOARG foi de até 24 h (P < 0,01).

3- Utilizando o mesmo protocolo experimental, a terfenadina, o HOE 140, o NPC 

17731, a diacereína, a indometacina, o meloxicam, a nabumetona e a 

dexametasona, administrados 30 min antes da carragenina, inibiram 

significativamente a migração de leucócitos e os níveis da mieloperoxidase na
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primeira fase (4 h) desta resposta inflamatória (P < 0,01). Todas as drogas, 

com exceção da diacereína, inibiram a exsudação (P < 0,05). Além disso, a 

diacereína, a nabumetona, a L-NOARG e a L-NAME causaram inibição 

significativa nos níveis de nitrito/nitrato (P < 0,01). Em relação à segunda fase 

(48 h), observou-se que a dexametasona e a diacereína, inibiram a migração 

celular, enquanto que a terfenadina reduziu apenas a exsudação (P < 0,05). 

Nenhuma das drogas estudadas reduziu os níveis da mieloperoxidase ou do 

nitrito/nitrato.

4- O NPC 17731, o HOE 140 e o NPC 18884 (antagonistas do receptor B2 da 

bradicinina) inibiram tanto a exsudação como a migração celular induzida pela 

carragenina, 4 h (P < 0,01). A duração do efeito inibitório das drogas foi: NPC 

17731 (de 4 a 48 h); HOE 140 (até 24 h); NPC 18884 (até 4 h) (P < 0,01). 

Além disso, O NPC 18884, administrado por via oral e/ou intraperitoneal, foi 

efetivo em inibir a exsudação e a migração celular na pleurisia induzida pela 

bradicinina, mas não na pleurisia induzida pela desArg9-BK, histamina ou 

substância P.

5- O tratamento prévio (5 min) dos animais com TNFa, IL-10 ou IL-8 promoveu

aumento da exsudação em ambas as fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida

pela carragenina (P < 0,05). Além disso, o TNFa e a IL-1 p, diminuíram,

enquanto a IL-8 aumentou a migração celular na primeira fase (4 h) desta

resposta inflamatória (P < 0,01). Em relação à segunda fase (48 h), estas
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mesmas citocinas não alteraram ou aumentaram a resposta inflamatória 

induzida pela carragenina (P < 0,01). Os anticorpos anti-TNFa, anti-IL-10 ou 

anti-IL-8, administrados 30 min antes, da carragenina diminuíram tanto a 

exsudação como a migração celular 4 h após a administração do agente 

irritante (P < 0,05). Em relação a segunda fase (48 h) desta resposta 

inflamatória, estes mesmos anticorpos potencializaram ou não tiveram efeito. O 

IL1-RA administrado 30 min antes da carragenina inibiu a migração de 

leucócitos e a exsudação 4 e 48 h após a administração do agente flogístico 

(P < 0,05). A IL-6 e a IL-10, administradas 5 min antes da carragenina, 

inibiram a migração celular e a exsudação 4 h após a administração da 

carragenina (P < 0,01). Na segunda fase (48 h), a IL-6 inibiu tanto a 

exsudação como os leucócitos (P < 0,01). Já a IL-10 não alterou a resposta 

inflamatória induzida pela carragenina. O anticorpo anti-IL-6 aumentou a 

exsudação e diminuiu a migração celular 4 h após a injeção do agente 

flogístico (P < 0,01). Na segunda fase (48 h), este anticorpo aumentou os 

parâmetros inflamatórios estudados.

6- O PDTC e a sulfasalazina (inibidores do fator de transcrição nuclear NF- 

kappa B) administrados 1 h antes da carragenina inibiram tanto a exsudação 

como a migração celular na primeira fase (4 h) desta resposta inflamatória 

(P < 0,01). A duração do efeito inibitório das drogas estudadas foi: para o 

PDTC de 60 a 120 min e de 30 a 120 min para a sulfasalazina. Em relação à 

segunda fase (48 h), nenhuma das drogas estudadas foi capaz de inibir o
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processo- inflamatório induzido pela carragenina. Alémdisso, a administração 

de doses subliminares do PDTC ou da sulfasalazina com drogas 

antiinflamatórias esteroidais e não-esteroidais inibiram os parâmetros 

inflamatórios estudados 4 h após a administração da carragenina (P < 0,01).

7- Em outra série de experimentos, observou-se aumento significativo de células 

CD18 positivas no exsudato, e no pulmão nas duas fases (4 e 48 h) da 

pleurisia induzida pela carragenina (P < 0,05). Já, em amostras de sangue total 

não foi observado alteração significativa deste marcador leucocitário. Além 

disso, no modelo da pleurisia induzida pela carragenina, não houve aumento 

da permeabilidade vascular nos tecidos estudados (pulmão, coração, baço e 

rim).

Em conjunto os resultados apresentados sugerem que:

1- No modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos ocorre a 

participação: i) do óxido nítrico, tendo em vista que se pôde observar, 

aumento das concentrações de nitrito/nitrato em ambas as fases (4 e 48 h) - 

inibidores específicos das vias de síntese do óxido nítrico, L-NOARG e L- 

NAME, reduziram a migração celular e a exsudação induzida pela 

carragenina (4 h); ii) da mieloperoxidase, visto ter-se observado aumento dos 

níveis deste marcador 4 e 6 h após a indução da pleurisia.

2- A resposta inflamatória induzida pela carragenina é, em parte, mediada pela 

liberação de bradicinina e histamina, uma vez que antagonistas seletivos dos
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receptores B2 da BK (HOE 140 , NPC 17731 e NPC 18884) ou do receptor H1 

da histamina (terfenadina) inibiram de forma significativa a resposta 

inflamatória induzida por este agente flogístico. Além disso, observou-se 

também a participação de prostaglandinas, visto que, inibidores não-seletivos 

da via da ciclooxigenase (indometacina, nabumetona e dexametasona) 

inibiram a resposta inflamatória estudada.

3- Neste modelo de inflamação, as citocinas TNFa, IL-1J3 e IL-8 possuem efeito 

pró-inflamatório, enquanto a IL-6 e a IL-10 participam desta resposta 

inflamatória como citocinas do tipo antiinflamatórias.

4- O fator de transcrição nuclear (NF-Kappa B) parece possuir papel importante 

na resposta inflamatória induzida pela carragenina, tendo em vista que dois 

inibidores deste fator inibiram significativamente a primeira fase (4 h) da 

resposta inflamatória induzida pela carragenina. Além disso, a associação de 

doses subliminares dos inibidores citados com drogas esteroidais e não 

esteroidais, que não se mostraram eficientes isoladamente, causou efeito 

sinergístico antiinflamatório na pleurisia induzida pela carragenina (4 h), em 

camundongos.
'(

5- Observou-se também a participação de moléculas de adesão do tipo CD18 na 

pleurisia induzida pela carragenina, evidenciado tanto na primeira (4 h) como 

na segunda (48 h) fases desta resposta inflamatória, caracterizado por
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aumento da expressão dessas moléculas, tanto na cavidade pleural como no 

pulmão de camundongos com pleurisia.

6- Finalmente, não foi observado resposta inflamatória sistêmica do tipo aumento 

da permeabilidade vascular nos pulmões e baço, em que se pese o aumento 

da molécula CD18 em células pulmonares, sendo a migração celular de 

mononucleares e de neutrófilos dependente da expressão de moléculas CD18 

e não de CD11a.

7- Através do nosso trabalho são propostos diferentes protocolos experimentais 

que permitem estudar modelos de inflamação, como por exemplo, a pleurisia 

induzida pela carragenina que pode ser útil para o estudo de drogas com perfil 

antiinflamatório.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the local (pleural cavity) and systemic 

(blood, lung, kidney and spleen) inflammatory response induced by carrageenan 

(1%) in the mouse model of pleurisy. In this model, we analysed: cell migration 

and exsudation, myeloperoxidase and nitrite/nitrate levels. We also carried out 

cytometry analysis (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) on cells from blood, 

exsudate or tissue (spleen or lung), and, the case of lung, heart, spleen or kidney, 

we calculated the degree of fluid exsudation.

The results of this study showed that:

1- In the pleurisy induced by carrageenan, that presents a biphasic profile by an 

early (4 h) and late (48 h) phase of the inflammatory reaction, there occurred a 

significant increase in myeloperoxidase levels which peaked at 4 and 6 h, 

whereas increased mean nitrite/nitrate levels were detected at 4 and 48 h after 

pleurisy induction (P < 0.01).

2- L-NOARG, administered 30 min prior to carrageenan, caused a significant 

inhibition of cell influx and fluid leakage in the mouse pleural cavity at 4 h (P < 

0.01). This drug exerted a long-lasting inhibitory effect on both exsudation and 

leukocytes (P < 0.01) when administered 0.5 to 24 h before pleurisy induction.

3- Enhancement of both cell migration and myeloperoxidase levels, 4 h after 

pleurisy induction, was effectively inhibited by terfenadine, HOE 140, NPC 

17731, diacerein, indomethacin, meloxicam nabumetone or dexamethasone
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(P<0.01). All, except diacerein, also inhibited exsudation (P < 0.05). At this 

time, nabumetone, diacerein, L-NOARG and L-NAME also significantly reduced 

nitrite/nitrate levels at 4 h (P < 0.01). However, regarding the second phase (48 

h), although dexamethasone, diacerein and terfenadine decreased either cell 

migration or exsudation, respectively (P < 0.05). No drugs caused any change 

in the levels of nitrite/nitrate.

4- NPC 17731, HOE 140 or NPC 18884 (bradykinin B2 receptor antagonists) 

inhibited both exsudation and cell influx 4 h after pleurisy induction by 

carrageenan. The inhibitory effects of these drugs were: NPC 17731 (4 to 

48 h), HOE 140 (up to 24 h), NPC 18884 (up to 4 h) (P < 0.01). NPC 18884 

(non-peptide bradykinin B2 receptor antagonist) given intraperitoneally or orally 

inhibited bradykinin-induced pleurisy. Furthermore, the NPC 18884 were 

selective for bradykinin B2 receptors; at the studied doses it had no effect 

against the inflammatory responses induced by des-Arg9-BK, histamine or 

substance P.

5- Intrapleural injection of TNFa, IL-1f3, or IL-8, 5 min prior to carrageenan,

caused graded increase in exsudation according to assessment during the

early (4 h) and late (48 h) phases of the carrageenan responses (P < 0.05). In

contrast, intrapleural injection of both TNFa and IL-ip or IL-8 markedly reduced 

or increased total and differential cell migration at 4 h, with little or no effect on

the late (48 h) phase of the carrageenan-induced pleurisy (P < 0.01). The
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antibodies against„TNFa and IL-1 (3, or IL-8, injected 30 min prior to 

carrageenan, reduced both carrageenan-induced exsudation and cell migration 

in relation to the early (4 h) phase, but potentiated or had no effect against the 

late (48 h) phase of carrageenan response (P < 0.05). The natural IL-1 receptor 

antagonist IRA, given 30 min prior to carrageenan, almost completely 

attenuated the fluid leakage and total and differential cell migration in relation to 

the early (4 h) and late (48 h) phases of the carrageenan responses (P < 0.05). 

Intrapleural injection of IL-6, 5 min prior to carrageenan, markedly reduced total 

cell migration and exudation at 4 and 48 h, whereas, IL-10 was effective in 

inhibiting the studied parameters only in the first (4 h) phase of this 

inflammatory process (P < 0.01). Furthermore, the antibody against IL-6, 

injected 30 min prior to carrageenan, reduced, in a graded manner, 

carrageenan-induced leukocyte in relation to the early (4 h) phase, but 

potentiated the cell influx and exsudate in the second (48 h) phase of 

carrageenan response (P < 0.0 1).

6- PDTC or sulfasalazine almost completely inhibited the exsudation and 

leukocyte infiltration induced by intrapleural administration of carrageenan when 

assessed 4 h (but not 48 h) after the irritant injection (P < 0.01). The inhibitory 

effects of these drugs were: PDTC (60 to 120 min), sulfasalazine (30 to 120 

min). Furthermore, the combination of subliminal doses of PDTC or 

sulfasalazine with steroidal or non-steroidal anti-inflammatory drugs, which
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alojie had no arrti-inflammatory action, greatly inhibited both the pleural cell 

infiltration and exsudation induced by carrageenan (P < 0.01).

7- In another set of experiments, an increase of CD18 positive cells either into 

the pleural cavity or into the lung (but not in the blood) were observed in both 

phases (4 and 48 h) after pleurisy induction (P < 0.05). In the mouse model of 

pleurisy, no changes of the Evans blue dye extravasation in the spleen and 

lung were observed.

These results indicate that:

1- In the mouse model of pleurisy, different mediators participate. Examples are: i) 

nitric oxide, on account of the fact that increased mean nitrite/nitrate levels 

were detected in both phases (4 and 48 h) of inflammatory response induced 

by carrageenan; non-selective inhibitors of NOS, L-NOARG and L-NAME, 

caused a significant inhibition of cell influx and exsudation in the first phase (4 

h) of carrageenan-response; ii) myeloperoxidase, because higher levels of this 

enzyme were detected 4 and 6 h after carrageenan-induced-pleurisy .

2- The inflammatory response induced by carrageenan in the mouse pleural cavity 

is mediated, in part, by release of bradykinin and histamine, explained by the 

fact that bradykinin B2 receptor antagonists or histamine Hi receptor 

antagonist caused a significant inhibition of the inflammatory reaction induced 

by carrageenan.
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3- We demonstrated that IL-1J3, TNF-a, IL-8, IL-6 or IL-10 had a pro-or anti

inflammatory profile in the mouse model of pleurisy. Furthermore, these 

cytokines are potential mediators of the inflammatory reaction caused by 

carrageenan in the pleural space, and might somehow be involved in the early 

(4 h) and late (48 h) phases of this response by promoting or controlling the 

vascular and/or cellular events.

4- The nuclear factor NF-kB play a pivotal role in the modulation of the mouse 

pleural inflammatory response induced by carrageenan. This response results 

from the fact that, PDCT and sulfasalazine, two reported NF-kB inhibitors, 

greatly inhibit the pleural inflammatory response induced by carrageenan in 

mice. Also, the treatment of animals with combinations of subliminal doses of 

NF-kB inhibitors and steroidal or non-steroidal drugs, that had no effect perse, 

resulted in a marked synergistic anti-inflammatory activity.

5- In the mouse model of pleurisy, the participation of CD18 adhesion molecules 

was observed, in both phases (4 and 48 h) of the inflammatory response 

induced by carrageenan there was an increase of CD18 positive cells in the 

pleural cavity or in the lung.

6- Finally, in the mouse model of pleurisy was not observed a systemic 

inflammatory response from the fact that, no vascular permeability in the 

lung or spleen were observed. In addition, the cell migration composed of
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mononuclears and neutrophils is dependent, in part, on CD18 expression 

but not on CD11a expression.

7- At last, it is proposed different experimental protocols that permit the study 

of a inflammation models, such as pleurisy induced by carrageenan that 

provide an useful tool to study and to screen drugs with anti-inflammatory 

profile.
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1 INTRODUÇÃO

A inflamação é a reação que o organismo apresenta em resposta à 

invasão de um agente agressor, a um estímulo com antígenos ou mesmo em 

conseqüência de uma lesão física. O desenvolvimento das reações 

inflamatórias, em roedores é controlado por diversos mediadores (HAANEN e 

VERMES, 1995). Entre eles: aminas vasoativas (histamina e serotonina); 

cininas; sistema complemento, como, por exemplo, C3a, C5a, C5b, C6-C9; 

componentes da coagulação e de fibrinólise (fibrino-peptídeos, produtos da 

degradação da fibrina, entre outros); metabólitos do ácido araquidônico (AA) 

como os produtos da via da ciclooxigenase (COX), incluindo endoperóxidos, 

prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs) e da lipooxigenase (leucotrienos 

(LTs), ácidos hidroxiperoxieicosatetraenóico (HPETE) e 

hidroxieicosatetraenóico (HETE); radicais livres derivados do oxigênio; fator 

ativador de plaquetas (PAF-acéter); óxido nítrico (NO) e citocinas (WHATLEY 

et al., 1996; MCINTYRE et al., 1997; COTRAN et al.„ 1996).

A resposta inflamatória pode ser esquematizada em três fases distintas, 

cada uma delas sendo mediada, aparentemente, por mecanismos diferentes. 

Assim, é inicialmente evidenciada uma fase aguda, de duração variável, onde 

ocorre vasodilatação local e aumento da permeabilidade capilar, seguida de 

uma fase subaguda, caracterizada por infiltração de leucócitos e de células 

fagocíticas e, posteriormente, a fase de regeneração tecidual ou fibrose.

Na primeira fase da reação inflamatória, o aumento do fluxo sangüíneo 

na área lesada, devido à dilatação e engurgitamento dos capilares e das 

arteríolas, bem como do recrutamento adicional de outros vasos normalmente
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hipofuncionantes, é responsável pelo eritema ou rubor da área comprometida, 

podendo haver também elevação da temperatura local (calor) (ROCHA e 

SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985; BAUMAN e GAULDIE, 

1994; MCINTYRE et al., 1997). A vasodilatação deve-se à ação de mediadores 

químicos, nos níveis arteriolar e venular. Sabe-se que são inúmeros os 

mediadores liberados nesta fase. Citam-se cininas, histamina, serotonina, LTs, 

PAF-acéter, C5a, prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGF2a) e substâncias 

liberadas localmente nas terminações nervosas (taquicininas e o peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonína - CGRP) (GEPPETTI et al., 1995; HAANEN 

e VERMES, 1995; CADIEUX, et al., 1999; SCHUILING et al., 1999). O 

exsudato formado facilita a liberação de outros mediadores, e dessa forma 

amplifica a resposta inflamatória.

A segunda fase da resposta inflamatória é caracterizada pela migração 

de leucócitos e de outras células fagocíticas para o sítio da lesão. Os fatores 

quimiotáticos para os leucócitos são gerados tanto na corrente sangüínea 

quanto no sítio da lesão. Assim, o sistema complemento e as cininas são 

considerados importantes fatores de origem plasmática (ABBAS et al., 

1991a,b; DAVIS et al., 1994). A mobilização adequada dos leucócitos 

circulantes é fundamental para a defesa do organismo, devido a sua 

capacidade fagocítica e de destruição do agente nocivo. Entre os leucócitos, 

os neutrófilos desempenham papel importante na reação inflamatória.

O efeito secundário da resposta inflamatória e da dor é a lesão tecidual. 

O tecido inflamado em conseqüência da reação dolorosa causa a inibição
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física dos movimentos, por um mecanismo de feedback neural (DRAY et al.,

1994).

A dor que se associa à resposta inflamatória é produzida pela 

estimulação dos nociceptores locais por mediadores químicos, tais como, a 

bradicinina (BK), PGs, substância P (SP), neurocinina A (NKA), CGRP e a 

histamina (DRAY e BEVAN, 1993; DRAY e PERKINS, 1993; GEPPETTI,

1993). Quimicamente, a transdução da dor envolve interações dos mediadores 

com receptores de membrana que são acoplados a canais iônicos e/ou 

sistemas de segundos mensageiros, resultando na mudança da excitabilidade 

da membrana celular. A resposta algésica induzida pelos mediadores é 

potencializada por produtos da via do ácido araquidônico (PGE2, PGb, PGD2) 

e por aminas simpatomiméticas, possivelmente a dopamina liberada 

localmente. A produção de hiperalgesia também deve ser vista como um 

importante mecanismo para a regeneração e o reparo tecidual (DRAY et al.,

1994). Além disso, vários produtos liberados no sítio da lesão inflamatória, 

entre eles as citocinas, como, por exemplo, interleucinas (IL) do tipo IL-1, IL-6 

e IL-8, fator de necrose tumoral (TNF), interferon (IFN) e lipopolissacáride 

(LPS), estão envolvidos na regulação da resposta febril. As citocinas, exceto a IL-8, 

regulam também a resposta febril com a indução da síntese de PGE2 e PGF2a em 

áreas específicas do hipotálamo (DINARELLO, 1994).

1.1 INFLAMAÇÃO NEUROGÊNICA

A inflamação neurogênica pode ser definida como sendo um mecanismo de 

defesa endógena importante que ocorre na fase recente da resposta inflamatória,
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na tentativa de limitar a lesão tecidual. Além~ disso, ocorre também o 

extravasamento de líquido e de proteínas plasmáticas dos vasos inervados por 

fibras nervosas sensoriais, além de vasodilatação e ativação local de células que 

participam da resposta imunológica. Tal conceito é baseado em evidências de que 

a estimulação de pequenos neurônios aferentes produz sintomas similares 

àqueles presentes durante a inflamação, como: vasodilatação, edema, acúmulo e 

agregação plaquetária e ativação de células do tipo mastócitos (LEMBECK e 

HOLZER, 1979; KOWALSKI e KALINER, 1988; DIMITRIADOU et al., 1992). Nessa 

condição, existe uma interação complexa entre as terminações nervosas e outros 

tipos celulares, alguns residentes, outros invasores, além de células do sistema 

imune.

Admite-se que as terminações de fibras nervosas sensoriais finas (fibras 

do tipo C e do tipo Aô) podem ser estimuladas por diversos agentes flogísticos 

ou por substâncias químicas geradas pelo tecido agredido. A ativação dessas 

terminações nervosas aferentes induz reflexo axonal e, posteriormente, 

liberação de neuropeptídeos como a SP, a NKA e o CGRP (GEPPETTI et al.,

1995). Esses neuropeptídeos, por sua vez, alteram a excitabilidade de 

terminais nervosos sensoriais e de fibras simpáticas pós-ganglionares. Eles 

também ativam células do sistema imune, alteram o fluxo sangüíneo e 

induzem a liberação de substâncias ativas com o extravasamento plasmático. 

Atualmente, muitos tipos de inflamação neurogênica intimamente relacionadas 

com a neurotransmissão são reconhecidas, entre elas a enxaqueca, a asma 

brônquica e a rinite alérgica (SHELHAMER et al., 1995). Nessas condições,
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além da reação vasomotora (calor e rubor, dilatação arteriolar) no local lesado, 

ocorre também uma inflamação crônica (COLPAERT et al., 1983; BASBAUM e 

LEVINE, 1991).

1.2 FENÔMENOS CELULARES DA INFLAMAÇÃO

1.2.1 Função dos neutrófilos e dos fagócitos mononucleares

Os leucócitos são componentes essenciais de defesa do hospedeiro. 

São produzidos na medula óssea e desempenham a maioria das funções de 

proteção e manutenção do ambiente biológico interno do organismo.

De forma geral, os leucócitos fixam-se à superfície endotelial, onde 

encontram altas concentrações de citocinas quimiotáticos (chemotactic 

cytokines), TNFa, IL-1 p, entre outras citocinas e mediadores lipídicos 

(BAGGIOLINI, 1998). Os produtos celulares, tanto dos linfócitos quanto dos 

macrófagos, difundem-se no foco inflamatório do espaço perivascular, ou 

mesmo das células do próprio endotélio vascular, e ativam mais leucócitos. 

Baixas concentrações de IL-8 (SCHROTH, 1996; CAIRNS e WALLS, 1996) 

produzidas pelo endotélio vascular e secretadas nas regiões subendoteliais, 

aumentam a adesão leucocitária e induzem sua migração (CAIRNS e WALLS, 

1996). Outras substâncias quimiotáticas, como IL-2, IL-5, RANTES (regulated 

upon activation in normal T-cells, expressed and secreted), PAF-acéter e 

eotaxin-1 e 2 (específicas para eosinófilos) (SYMON et al., 1994; SCHROTH, 

1996; OKADA et al., 1997; LIU et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1999), favorecem 

a migração transendotelial para o espaço extravascular. A migração para o
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espaço extravascular até o sítio da inflamação é guiado por concentrações 

aumentadas de fatores quimiotáticos, incluindo o LTB4, o PAF-acéter, a IL-6 e 

algumas quimiocinas, que têm a capacidade de controlar precisamente o 

movimento de leucócitos, e, também, por interações entre integrinas (adesão) 

e proteínas teciduais extracelulares (LUSTER, 1998; RAFEUL, 1998). Ao final, 

já no foco inflamatório, as células (leucócitos) ampliam suas funções 

citotóxicas, liberando oxidantes, proteases e citocinas, como por exemplo, os 

fatores de crescimento.

Os leucócitos podem ser subdivididos em populações, entre as quais 

destacam-se os neutrófilos e os fagócitos mononucleares. Os fagócitos 

mononucleares têm por função destruir patógenos invasores, eliminar células 

e tecidos mortos da corrente sangüínea e dos locais da lesão tecidual, 

remodelar o tecido normal, liberar mediadores do processo inflamatório e 

apresentar os antígenos aos linfócitos (BOXER, 1997), enquanto os neutrófilos 

dedicam-se primariamente à destruição dos micróbios invasores. Os 

neutrófilos possuem o citoplasma repleto de grânulos, cujo conteúdo é 

utilizado para destruir e degradar os agentes estranhos. Os grânulos são 

basicamente de três tipos (CRAMER, 1992): os grânulos azurófilos contêm 

proteases e outras enzimas hidrolíticas, defensivas, outros peptídeos 

microbicidas e a míeloperoxidase, uma enzima oxidante do ânion cloreto (CL'), 

os grânulos específicos contêm, entre outros elementos, apolactoferrina, 

colagenase, uma enzima que promove a liberação da fração C5a do sistema 

complemento, suas membranas contêm receptores para sustâncias 

quimioatraentes, proteínas da matriz celular e citocromo b558, os grânulos
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terciários contêm gelatinase, e suas membranas apresentam o receptor 

CD11/18, essencial para a adesividade da célula no endotélio (stossel, 1993). 

Os grânulos específicos sofrem desgranulação tanto nas vesículas 

fagocíticas quanto no ambiente externo, destruindo os microorganismos 

ingeridos (SMOLEN e BOXER, 1994).

Além disso, os neutrófilos promovem o burst respiratório, um evento 

metabólico que produz oxidantes microbicidas potentes com a redução parcial 

do oxigênio (thelen et al., 1993). O evento é ativado pelos mesmos estímulos 

que provocam a desgranulação dos grânulos específicos -  isto é, contato 

primário com partículas ingeríveis e exposição a fatores quimiotáticos.

Os grânulos azurófilos sofrem desgranulação quase exclusivamente nas 

vesículas fagocíticas, de modo que suas proteínas microbicidas destroem os 

microorganismos ingeridos. A mieloperoxidase liberada desses grânulos 

corresponde a 5% do peso seco dos neutrófilos. Em conjunto com peróxido de 

hidrogênio (H202), cofatores hálides oxidáveis (haleto), e um pH ácido, produz 

ácido hipocloroso (HOÇI). De forma geral, a ativação do sistema nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) gera inúmeros radicais livres, dentre 

eles destacam-se: ânion superóxido (O2'), peróxido de hidrogênio (H202), 

radicais hidroxilas (OH'), ácido hipocloroso (HOCI) (PIZZO, 1997). Este último 

tem forte poder oxidante e rapidamente interage com outras moléculas, como, 

por exemplo, aminas, tióis, tioésters e nucleotídeos. Daí, resulta a formação 

de um sistema antimicrobiano potente desenvolvido no fagolisossoma que tem 

capacidades antibacteriana, antifúngica, antiviral e antimicoplasmal (SMOLEN 

e BOXER, 1994).
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Estudos têm demonstrado o envolvimento da enzima mieloperoxidase, 

bem como a formação de anticorpos citoplasmáticos anti-neutrófilos (ANCA) 

(SEDIVA et al, 1998a,b) em diversas patologias: nas leucemias mielóides 

(KONIKOVA et al., 1998), na glomerulonefrite (TAKEDA et al., 1998), na 

doença de Alzheimer (REYNOLDS et al., 1999), entre outras. A ausência da 

mieloperoxidase retarda a atividade microbicida dos neutrófilos após a fagocitose 

dos microorganismos. Na deficiência desta enzima, a atividade da peroxidase está 

ausente nos neutrófilos e monócitos, porém presente nos eosinófilos (BOXER, 

1997; PIZZO, 1997). Todavia acaba ocorrendo destruição eficaz das bactérias, 

pois os neutrófilos com deficiência de mieloperoxidase acumulam mais peróxido de 

hidrogênio do que os neutrófilos normais, melhorando a atividade bactericida dos 

neutrófilos afetados (BOXER, 1997). A deficiência de mieloperoxidase, um 

distúrbio autossômico recessivo, constitui o distúrbio hereditário mais comum da 

função dos neutrófilos, com uma estimativa de freqüência variando de 1 em cada 

2000 a 1 em cada 4000 (BOXER, 1997). Do ponto de vista clínico, o problema 

mais freqüente consiste em aumento das infecções por Candida sp em alguns 

pacientes com diabetes mellitus concomitante (BOXER, 1997).

1.2.2 Fagócitos mononucleares

Enquanto existe apenas um tipo de neutrófilo, há muitas variedades de 

fagócitos mononucleares (CRAMER, 1992; GALLI, 1993). Ao contrário dos 

neutrófilos, os monócitos apresentam capacidade limitada de se dividir e sofrem 

considerável diferenciação adicional. Após circularem na corrente sanguínea, 

penetram nos tecidos, onde se diferenciam em macrófagos maduros, cuja
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sobrevida varia de semanas a meses. Os fatores topológicos parecem influenciar 

sua diferenciação final e dotar cada tipo de características estruturais antigênícas e 

metabólicas particulares (KUIJPERS e HARLAN, 1993). Alguns dos macrófagos 

que aparecem no local inflamado são residentes, outros são recrutados do tecido 

circundante, outros são derivados da corrente sanguínea. Uma vez no local 

inflamado, os macrófagos podem ser estimulados por partículas opsonizadas. Os 

monócitos e macrófagos partilham os receptores descritos para os neutrófilos, 

além de expressarem diferentes outros receptores.

Os macrófagos desempenham pelo menos três funções importantes: 

apresentação dos antígenos, fagocitose e imunomodulação. Essas células, quando 

ativadas, são capazes de liberar citocinas do tipo IL-1, IL-6, TNF e IFNa/p, além 

de citocinas envolvidas na hematopoiese, na ativação de células endoteliais e das 

próprias células mononucleares (KUIJPERS e HARLAN, 1993).

1.3 MOLÉCULAS DE ADESÃO

• Moléculas de adesão nas células endoteliais e leucócitos

O recrutamento de leucócitos para o local da inflamação envolve uma 

seqüência de eventos bem coordenada e dinâmica, de que participam 

ativamente várias moléculas de adesão (CAMS) e citocinas quimiotáticas 

(BEVILACQUA, 1993).

As moléculas de adesão, dependendo da sua estrutura funcional e 

similaridade genética, dividem-se em 3 famílias: as integrinas, as selectinas e a 

superfamília das imunoglobulinas (BEVILACQUA, 1993; HELLEWELL, 1993;
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PILEWSKI e ALBEDA, 1993; ALBELDA e BUCK 1990; FRENETTE e WAGNER, 

1996a, b; SCHROTH, 1996).

Membros da família das selectinas medeiam a adesão reversível e o início 

da marginalização dos leucócitos. Estas células são capturadas pelas P-selectinas 

(eosinófilos) (HENRIQUES et al., 1996) e L-selectinas (neutrófilos) (SCHROTH,

1996) por intermédio de uma ligação fraca e reversível que permite o “rolamento” 

das células nas paredes dos vasos (SPERTINI et al., 1991; 1992). As moléculas de 

adesão do tipo selectinas E e P expressas nas células endoteliais, nos focos do 

processo inflamatório, servem como ligantes para L-selectinas específicas nos 

leucócitos.

A seguir, ocorre um aumento da afinidade e da adesão molecular entre a 

superfície dos leucócitos e as células endoteliais através da expressão de outras 

moléculas de adesão nos leucócitos, as Pi integrinas, também denominadas de 

VLA-4 (very late antigen), importantes na adesão entre matriz e outra célula, e as

02 integrinas, responsáveis pela adesão célula-célula. Estas últimas são moléculas 

heterodiméricas compostas por uma subunidade 3 denominada CD18 que se liga 

de forma não covalente à subunidade a (CD11a, CD11b, CD11c ou CD11d) 

formando diferentes complexos moleculares denominados de LFA-1 (leukocyte 

function associated antigen) ou CD11a/CD18, Mac-1 (macrophage-1 antigen) ou 

CD11b/CD18, gp150/95 ou CD11c/CD18 ou CD11d/CD18. Os complexos LFA-1 e 

Mac-1 são responsáveis pela adesão firme entre os leucócitos com seus 

receptores localizados no endotélio e as moléculas de adesão intercelular, 

facilitando desta forma a adesividade intercelular ao endotélio microvascular



INTRODUÇÃO li

(DUSTIN e SPRINGER, 1988; DIAMOND et al,r 1990; DE FOUGEROLLES et al., 

1991; NEISH et al., 1992). Incluem-se no grupo da superfamília das 

imunoglobulinas, moléculas de adesão intercelular ICAM-1 e 2, moléculas de 

adesão vascular (VCAM-1) e as relacionadas às plaquetas -  PeCAM-1 (platelet- 

endothelial cell adhesion molecule-1) (SCHROTH, 1996). As P2 integrinas 

interagem com as moléculas ICAM-1 das células endoteliais, enquanto as 

integrinas interagem com as moléculas VCAM-1. Esta etapa constitui 0 pré- 

requisito para a emigração dos leucócitos (WALZOG et al., 1999).

A via CD18-ICAM-1 é utilizada por todos os leucócitos (ALBELDA e BUCK, 

1990; SCHROTH, 1996), ao passo que a via VLA-4-VCAM é utilizada somente por 

eosinófilos e mononucleares (SCHROTH, 1996). A produção de ICAM-1 é 

estimulada com a liberação de mediadores pró-inflamatórios como a IL-1 e o 

TNFa, enquanto a VCAM-1 depende da IL-4 (SCHLEIMER et al., 1992; LUKACS 

et al., 1994; SCHROTH, 1996). Outras moléculas de adesão do tipo PeCAM-1 

situam-se nas junções basolaterais das células endoteliais, incluindo zonas de 

junção intercelular, e atuam facilitando a transmigração de neutrófilos através da 

barreira endotelial (ELICES et al., 1990; WALSH et al., 1991; RAINGER et al., 

1999).

Embora vários estudos in vitro revelem o papel das moléculas de adesão, 

sua real importância tem sido demonstrada em doenças raras, como, por exemplo, 

na síndrome da deficiência de adesão dos leucócitos (SDL), causada pelo defeito 

da subunidade beta das integrinas, ou diminuição do ligante para as selectinas 

(sialil lewis X) (ETZIONI, 1996). Além disso, estudos experimentais in vivo e
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estudos_ em humanos revelam que as moléculas de adesão estão envolvidas em 

várias outras patologias: na rejeição de enxerto, no choque séptico, na 

aterosclerose, em reações de hipersensibilidade retardada, nas doenças renais 

(ETZIONI, 1996; COTRAN e MAYADAS-N ORTON, 1998), nas doenças auto- 

imunes (MCMURRAY, 1996), na hepatite alcoólica, na hepatite e na cirrose, na 

hepatite virai (JAESCHKE, 1997), na esclerose múltipla, na encefalomielite alérgica 

(MIZOBUCHI e IWASAKI., 1994), em doenças alérgicas (SMITH, et al., 1993), 

entre outras. O entendimento do mecanismo de comunicação intercelular entre o 

endotélio e as células define novos alvos para a intervenção terapêutica e 

expande o espectro de diagnóstico das doenças envolvidas. Além disso, o 

desenvolvimento de antagonistas de moléculas de adesão, como, por exemplo, 

antagonistas de integrinas, representa um papel importante no campo das doenças 

auto-imunes, bem como das doenças inflamatórias (HELLEWEL, 1993; 

MCGREGOR, et al., 1998).

1.4 MEDIADORES QUÍMICOS DA INFLAMAÇÃO

1.4.1 EICOSANÓIDES

O ácido araquidônico, derivado de fontes dietéticas, é transportado no 

plasma, tanto na forma esterificada, quanto na forma não-esterificada, ligado, 

sobretudo, a lipoproteínas e albumina, respectivamente. A importância relativa 

das duas formas para o suprimento celular está pouco elucidada. O ácido 

graxo é compartimentalizado no domínio fosfolipídico das membranas 

celulares. A localização parece ser relevante em termos de disponibilidade 

para sua liberação. Acredita-se que a fosfolipase A2 (PL) A2 seja
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extremamente importante para o processo. A fosforilação pelas proteínas 

quinases e proteína C reativa, ativadas por mitógenos, permite sua 

translocação para a membrana celular, um processo dependente de cálcio. 

Outras fosfolipases podem também participar na liberação do araquidonato. A 

oxigenação subseqüente pela ciclooxigenase ou lipooxigenase dá origem a 

compostos biologicamante ativos.

Todas as células são capazes de liberar AA, no entanto os produtos 

enzimáticos predominantes assim formados são altamente específicos ao nível 

celular. Como derivam de um ácido graxo eicosanóico, esses compostos- 

tromboxano A2, prostaglandinas, epoxigenases, leucotrienos e lipoxina-são 

coletivamente denominados de eicosanóides.

1.4.1.1 A VIA DA CICLOOXIGENASE

A biotransformação do AA em tromboxano A2 e em PGs é catalisada 

pela enzima COX de ácidos graxos. Esta enzima foi purificada em 1976 e 

clonada em 1988 e é a principal enzima envolvida na síntese de PGs. Duas 

isoformas da COX têm sido identificadas com base na estrutura molecular e 

em sua localização intracelular (VANE et al., 1998). As PGs, de forma geral, 

estão envolvidas tanto em condições fisiológicas como patológicas. A COX-1, 

por exemplo, é constitutiva e medeia importantes funções homeostáticas, 

como a manutenção da integridade do epitéilo da mucosa gastrointestinal, a 

função plaquetária e a regulação do fluxo sangüíneo renal normal 

(CROFFORD, 1997). A COX-2, na forma constitutiva, é encontrada no cérebro 

e na medula espinhal, onde está envolvida na neurotransmissão,
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particularmente, da dor e da febre (NEEDLEMAN e ISAKSON, 1997). A forma 

induzida dessa enzima é expressa em lesões de caráter inflamatório (VANE et 

al., 1998). Além disso, o emprego da técnica de Northern blot e de reações em 

cadeia pela polimerase revela que a expressão do ácido ribonucleico 

mensageiro (RNAm) de ambas as enzimas COX-1 e 2 estão presentes em 

tecidos humanos, como por exemplo: no pulmão, no útero, no pâncreas, nos 

rins, no fígado, no timo, na próstata, nas glândulas mamárias, no estômago e 

no intestino (O’NEIL e FORD-HUTCHINSON, 1993). Dentre os principais 

agentes indutores da COX-2, destacam-se, entre outros, as citocinas, as 

toxinas como o LPS, os promotores tumorais', os fatores de crescimento e as 

gonadotropinas. Em conseqüência, acredita-se que a COX-2 tenha 

importância predominante não só na produção de PGs, em processos de 

inflamação e febre, mas também, no câncer de cólon humano (CROFFORD, 

1997; DUBOIS et al., 1998).

• POTENCIAL TERAPÊUTICO DOS INIBIDORES DA COX-2

Os eicosanóides são mediadores que participam tanto de processos 

fisiológicos como patológicos. O conhecimento da função específica dos 

metabólitos da via do AA e o desenvolvimento de inibidores enzimáticos mais 

potentes e específicos serão extremamente importantes para o estudo de 

novas drogas e sua possível aplicação terapêutica.

As principais doenças em que inibidores da COX-2 apresentam eficácia 

terapêutica são: osteoartrite, artrite reumatóide, febre, dor aguda e crônica 

(principalmente dor de origem pós-operatória), doenças neurodegenerativas
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(Alzheimer) e câncer de colo (VANE et al., 1998). Tendo em vista que a COX-

2 está envolvida principalmente em processos inflamatórios, estudos pré- 

clínicos têm mostrado que a inibição seletiva da COX-2 é suficiente para 

produzir efeito antiinflamatório, antipirético e analgésico (VANE et al., 1998).

Estudos epidemiológicos demonstram que o uso de antiinflamatórios 

não esteroidais reduz de 40 a 50% o índice de mortalidade de pacientes com 

câncer colorretal (THUN et al., 1991; GIOVANNUCCI et al., 1994). Apesar dos 

efeitos colaterais, como, por exemplo, desconforto epigástrico e sangramento, 

entre outros, o uso de antiinflamatórios não esteroidais apresenta considerável 

efeito protetor e redução nas neoplasias colorretais (GIARDIELLO et al., 

1993; GIOVANNUCCI et al., 1994). Outro efeito importante observado em 

pacientes com polipose adenomatosa familiar, é a redução que tais 

medicamentos promovem tanto no tamanho quanto do número de adenomas 

(WADDELL et al., 1989). Em modelos animais de carcinogênese da região 

colorretal, o tratamento prévio com inibidores da COX-2 promove uma 

redução do número' de lesões malignas (KULKARNI et al., 1992). O 

mecanismo pelo qual os antiinflamatórios não-esteroidais reduzem o risco de 

neoplasias malignas, ainda não está bem esclarecido. Uma possível 

explicação é que essas drogas alteram o metabolismo do AA, reduzindo a 

produção de eicosanóides envolvidos na proliferação de vários tipos celulares 

(LEVI et al., 1990; CYBULSKY et al., 1992). Além disso, estudos têm 

confirmado o envolvimento da COX e das PGs em doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer. Relatos publicados em 

1998 confirmam estudos anteriores que demonstram uma correlação inversa



INTRODUÇÃO 16

entre a severidade ou incidência da doença de Alzheimer e a ingestão de 

antiinflamatórios não-esteroidais, como o ibuprofeno (VANE E BOTTING, 

1998a) Os mesmos estudos demonstram também que há um componente 

inflamatório nas lesões nervosas da doença de Alzheimer (VANE et al., 1998, 

VANE e BOTTING, 1998b).

Foram observadas diversas complicações gastrointestinais causadas 

pelo uso prolongado de antiinflamatórios não-esteroidais, incluindo a morte de 

pacientes. Atualmente já existem inibidores mais seletivos da COX-2, como, 

por exemplo, a nabumetona e o nimesulide, utilizados na clínica em pacientes 

com artrite reumatóide, osteoartrite, reumatismos não articulares, que têm 

revelado um perfil de eficácia analgésica e antiinflamatória semelhante a 

outros antiinflamatórios não-esteroidais (BENSEN e ZIZZO, 1998; COACCIOLI 

et al., 1998).

1.4.1.2 VIA DA LIPOOXIGENASE

Os leucotrienos, produzidos pela via das 5-lipooxigenases a partir do 

metabolismo do AA, são potentes mediadores envolvidos nas reações 

inflamatórias. Estudos mostram que tais mediadores são responsáveis pela 

formação de edema e pápula, quando administrados na pele humana (CAMP 

et al., 1983); pelo aumento da permeabilidade vascular na artéria mesentérica 

de rato (LENG et al., 1988); pelo extravasamento plasmático em cobaia 

(DRAZEN et al., 1980) e em rato (UENO et al., 1981). Além disso, 

demonstrou-se que os LTs, principalmente os que possuem grupamento 

cisteínicos (LTC4, LTD4, LTE4), estão envolvidos nas doenças inflamatórias
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alérgicas, como a asma brônquica (O-BYRNE, 1996) e a-rinite-alérgica 

(CRETICOS et al., 1984), promovendo broncoconstrição, edema, 

hipersecreção de muco, além da infiltração eosinofílica das vias aéreas. 

Outros dados da literatura mostram o envolvimento dos LTs nas reações 

alérgicas cutâneas (DORSCH et al., 1985; BISGAAR et al., 1985; TALBOT et 

al., 1985) e nas reações de hipersensibilidade tipo 1, demonstrada no modelo 

da peritonite alérgica, em camundongos (ZUANY-AMORIM et al., 1993).

Tendo em vista a participação desses mediadores na resposta 

inflamatória, principalmente no que diz respeito a doenças das vias aéreas, 

antagonistas foram desenvolvidos para bloquear a síntese ou as interações 

com os receptores dos leucotrienos. Os agentes de uso clínico, em vários 

países, incluem: zileuton (inibidor de síntese), pranlucast, montelucast e 

zafirlucast (antagonistas de receptores de leucotrienos). 0  efeito 

broncodilatador é modesto, lento e inferior ao obtido com os beta-agonistas, 

embora possa ser aditivo a estes. O efeito antiinflamatório não foi 

demonstrado diretamente, mas pode ser inferido pela redução dos eosinófilos 

circulantes e presentes no escarro, pela redução do número de crises e pelo 

aumento gradual da função pulmonar durante o tratamento. Existe também 

diminuição da hiper-reatividade brônquica com o uso prolongado. Estudos 

multicêntricos mostram que antagonistas de LTs, produzem, em geral, efeito 

semelhante ao obtido com a teofilina e com corticóides inalados em doses 

baixas. Sua indicação principal, portanto, deve ser considerada para 

portadores de asma moderada (INTERNATIONAL ASTHMA MANAGEMENT 

PROJECT, 1992; PEREIRA e SOLÉ, 1998).



INTRODUÇÃO 18

1.4.2 CININAS

As cininas, incluindo a BK e a lisil-BK (Lys-BK: calidina), são 

oligopeptídeos formados endogenamente, conhecidos por exercerem diversos 

efeitos biológicos em modelos animais (ROCHA E SILVA, 1978) e em 

humanos (HALL, 1992). São produzidas em vários órgãos e podem ser 

detectadas em secreções (urina, saliva e suor, por exemplo), no fluido 

intersticial e no sangue.

As cininas são formadas a partir dos cininogênios, a2-globulinas de alto (626 

aminoácidos (aa), 88 aa 120 KD) e de baixo (409 aa, 50 a 68 KD) peso molecular, 

ambas expressas a partir de um único gene (BHOOLA et al., 1992; HALL, 1992; 

MARGOLIUS, 1995; HALL , 1997; BARNES et al.,1998).

Em humanos, a BK e a Lys-BK são as cininas que possuem papel fisiológico 

e patológico relevantes, incluindo contração da musculatura lisa, vasodilatação, 

aumento da permeabilidade vascular, indução da dor (DRAY e PERKINS, 1993; 

DRAY e BEVAN, 1993). Dois subtipos de receptores foram clonados e até o 

momento estudados extensivamente. A classificação desses receptores fez-se 

principalmente com base farmacológica. São eles: receptores Bi e B2 (REGOLI e 

BARABÉ, 1980; BURCH et al., 1993, HALL, 1997). O receptor B2 possui afinidade 

pelas cininas: BK e calidina; já o receptor Bi tem alta afinidade pelos metabólitos 

das cininas (des-Arg9-BK e des-Arg10-calidina (MARCEAU, 1995). Um terceiro, 

denominado receptor B3 ou subtipo do receptor B2, tem sido sugerido por alguns 

autores, embora não foi ainda confirmado em estudos de biologia molecular 

(HALL, 1997).
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O receptor B2 da BK é expresso de forma constitutiva em diversos tecidos e 

células (BATHON e PROUD, 1991) e exerce diversas ações, entre elas, a 

produção e a liberação de diversas substâncias químicas endógenas, como 

prostanóides, citocinas (IL-1 e TNF de macrófagos), além do NO liberado das 

células endoteliais vasculares (DRAY e BEVAN, 1993).

Evidências vêm mostrando a participação da BK na resposta inflamatória 

através dos receptores Bi e B2, da interação com outros mediadores ou da 

amplificação do processo inflamatório. Entre os mediadores liberados pela BK,

podemos citar: os prostanóides, as taquicininas, o CGRP, a histamina, 0 NO, entre
t

outros (BURCH e AXELROD, 1987, BURCH e DEHAAS, 1990; BURCH e KYLE, 

1992, BURCH et al., 1990; BATHON e PROUD, 1991; HALL, 1992; BERTRAND et 

al., 1993; FOX et al., 1993; HALL, 1997). Os efeitos pró-inflamatórios das cininas 

incluem: a vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular (MARCEAU et al., 

1983; SHARMA et al., 1983). Tais efeitos são confirmados com a aplicação local 

da BK na pele, em humanos (GREAVES e SHUSTER, 1967), na pata de rato 

(JEZDINSKY e HALEK, 1974) ou no joelho de cão (MELMON et Al., 1967). Além 

disso, evidências mostram a participação da BK nas reações inflamatórias, 

constando-se a ativação do sistema cininas-calicreínas em diversas condições 

patológicas, incluindo lesão térmica e química (CLARK, 1979), reações alérgicas 

(PROUD, 1998), artrite reumatóide, psoríase e gota (HAMBERG et al., 1978; 

SHARMA et al., 1983), asma (PONGRACIC et al., 1991; BARNES, 1992a, b; 

PROUD, 1998), doenças inflamatórias do cólon (ZEITLIN e SMITH, 1973), 

pneumonia aguda e bronquite crônica (ZHANG et al., 1997), pancreatite 

(YOTSUMOTO et al., 1993), reações inflamatórias do Sistema Nervoso Central
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(SNC) seguida de lesão tecidual: meningite, encefalomielites, isquemia cerebral, 

enxaqueca (RAIDOO e BHOOLA, 1998).

Já o receptor Bi da BK não está presente em tecidos normais e é expresso 

em pequeno número de células, como, por exemplo, em fibroblastos de pulmão 

embrionário, células da musculatura lisa vascular e células endoteliais após injúria 

tecidual e nos processos inflamatórios (GOLDSTEIN e WALL, 1984; SMITH et al.,

1995). Recentes estudos em modelos de hiperalgesia, utilizando animais knockout 

mostram que os receptores Bi da BK estão envolvidos nas doenças inflamatórias 

crônicas (DRAY e PERKINS, 1993; PESQUERO e BADER, 1998). A expressão 

desse receptor pode ser induzida por lesão tecidual, ou por exposição in vivo ou in 

vitro a mediadores pró-inflamatórios, como, por exemplo, LPS (MARCEAU, 1995), 

citocinas (IL-1p, IL-2 e IL-8) (DEBLOIS et al., 1988; 1989). Além disso, o receptor 

Bi da BK tem sido implicado, principalmente, nas doenças inflamatórias crônicas, 

com ou sem reabsorção óssea, incluindo, periodontite, artrite reumatóide e 

osteomielite (LJUNGGREN e LERNER, 1990), cistite crônica (MARCEAU et al„ 

1980) e hiperalgesia (CORRÊA e CALIXTO, 1993; PERKINS et al., 1993; DAVIS 

et al., 1994).

Antagonistas seletivos do receptor B2 da BK têm sido desenvolvidos para o 

tratamento das doenças de caráter inflamatório, principalmente as doenças das 

vias aéreas, como a asma brônquica (BURCH et al., 1990; BARNES, 1992a,b; 

BURCH e KYLE, 1992). Alguns desses agentes mostraram eficiência no controle 

dos sintomas, no entanto não está claro se os efeitos são antiinflamatórios. O NPC 

567 (antagonista seletivo do receptor B2 da BK) demonstrou ser incapaz de inibir o
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efeito da BK nas secreções nasais, mesmo quando administrado ao mesmo tempo 

que a BK (PONGRACIC et al., 1991), isto porque a droga é rapidamente 

metabolizada. Já o Icatibant, também denominado de HOE 140, outro antagonista 

seletivo para o receptor B2 da BK, de ação mais potente e duradoura, tendo em 

vista ser parcialmente resistente à degradação enzimática (HOCK et al., 1991; 

LEMBECK et al., 1991, 1992; WIRTH et al., 1991), inibe substancialmente a 

broncoconstrição e o extravasamento plasmático induzidos pela BK in vivo (WIRTH 

et al., 1993; SAKAMOTO et al., 1992), bem como os efeitos induzidos pela BK nas 

fibras nervosas sensoriais das vias aéreas (MIURA et al., 1992). Estudos clínicos 

com o icatibant são limitados, no entanto existem evidências mostrando que a 

aplicação nasal deste antagonista diminuiu a secreção nasal induzida por 

alergenos em pacientes com rinite alérgica (AUSTIN et al., 1994). Outros estudos 

mostram que o icatibant administrado através de nebulizações promove uma 

melhora das funções nas vias aéreas de pacientes asmáticos, sem que, entretanto, 

sejam alterados os sintomas da doença (AKBARY et al., 1996). Antagonistas não 

peptídicos também têm sido desenvolvidos, como, por exemplo, o WIN 64338, que 

demonstrou bloquear a broncoconstrição in vitro induzida pela BK (SCHERRER et 

al., 1995). Além disso, outros antagonistas não peptídicos como o NPC 18884 e o 

FR 167344, vêm sendo desenvolvidos, no entanto, este último mostrou-se menos 

potente que os anteriormente mencionados (INAMURA et al., 1997; SALEH et al., 

1998).
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1.4.3 OXIDO NÍTRICO

A vasodilatação que ocorre nas fases iniciais do processo inflamatório, 

induzida por diferentes agentes, incluindo BK, histamina, SP, serotonina e 

trombina, é dependente da liberação do fator relaxante derivado do endotélio, o 

NO (PALMER et al., 1987). O NO endógeno possui um papel importante na 

regulação de diversas atividades fisiológicas, incluindo o relaxamento vascular, a 

inibição da agregação plaquetária, a neurotrasmissão, as atividades anti- 

microbiana e anti-tumoral dos macrófagos, entre outras (PALMER et al., 1987; 

MONCADA et al., 1991; PALACIOS et al., 1989; IANARO et al., 1994; WARD et 

al., 1995a; SALVEMINI et al., 1995).

O NO é um gás derivado do metabolismo da L-arginina pela ação da enzima 

óxido nítrico sintase (NOS). O NO gerado difunde-sé pelas células e ativa a 

guanilato ciclase solúvel, resultando na formação do monofosfato cíclico de 3’, 5’- 

guanosina (GMPc). Na musculatura lisa, o GMPc causa relaxamento (WARD et al., 

1995a). Outros efeitos do NO, entretanto, são decorrentes da ação citotóxica de 

alguns de seus metabólitos, como, por exemplo, o peroxinitrito e os nitrosotióis 

(BARNES, 1996a,b).

São descritas 3 isoformas da NOS (NATHAN e XIE, 1994), das quais 2 são 

constitutivas (NOc) e estão localizadas no tecido nervoso central (óxido nítrico 

sintase neuronal: NOSn ou NOS I), e a outra, nas células endoteliais (óxido nítrico 

sintase endotelial: NOSe ou NOS III) (FÕRSTEMANN et al„ 1993; AUBRY et al.,

1997). Já, a óxido nítrico sintase induzida (NOSi ou NOS II) não é, em geral, 

expressa em condições fisiológicas. Diversos agentes, como citocinas 

inflamatórias, oxidantes e endotoxinas de bactérias Gram-negativas, induzem a
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sua expressão em diferentes tipos celulares como os macrófagos (MARLETTA et 

al., 1988; STUEHR et al., 1989; MORRIS e BILHAR, 1994), os neutrófilos 

(MCCALL et al., 1991; KOLLS et al., 1994; WANIKIAT et al., 1997; EISERICH et 

al., 1998), os mononucleares (SALVEMINI et al., 1989), os eosinófilos e as células 

da musculatura lisa vascular (BUSSE e MÜLSCH, 1990; GROSS e LEVI, 1992; 

GUO et al., 1995). Essa enzima é pouco dependente de cálcio (Ca+2). A 

expressão da NOSi resulta na geração de quantidades muito maiores de NO, em 

comparação com aquelas produzidas pela NOc.

A NOSi está envolvida na fisiopatologia das doenças inflamatórias, como a 

sepsis (KILBOURN et al., 1990; PETROS et al., 1991; AVONTUUR et al.,1998), a 

artrite reumatóide (FARRELL et al., 1992; STEFANOVIC-RACIC et al., 1994; 

HILLIQUIN et al., 1997; MYIASAKA e HIRATA, 1997; CLAIR, 1998; JANG e 

MURELL, 1998), a glomerulonefrite (JANSEN et al., 1994; WEINBERG et al., 

1994), o diabetes (CORBETT et al., 1993; KLEEMANN et al., 1993), a rejeição de 

enxertos (GARSIDE et al., 1992), as doenças neurológicas (KOPROWSKY et al., 

1993), as doenças das vias aéreas (GASTON et al., 1994; BARNES et al., 1998; 

BERNAREGGI et al., 1997), e na defesa contra infecção, entre outras funções.

Entre as doenças em que a participação do NO tem sido muito estudada 

incluem-se a asma brônquica e o choque séptico (BARNES e BELVISI, 1993; 

BARNES, 1995; BARNES, 1996a,b, BERNAREGGI et al., 1997; WOLKOW, 1998). 

Estudos imunohistológicos identificaram a presença das 3 isoformas da NOS, nas 

vias aéreas de humanos (KOBZIK et al., 1993; WARD et al., 1995b; GIAID et al., 

1998). A NOSe está localizada nas células endoteliais da circulação pulmonar e 

no epitélio. A NOSn foi caracterizada tanto nos nervos colinérgicos como em
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células epiteliais das vias aéreas (FISCHER et al., 1993; ASANO et al., 1994). 

Estudos em tecidos de pacientes asmáticos, utilizando técnicas imuno- 

histoquímicas identificaram a NOSi nas células epiteliais, nos macrófagos e nos 

eosinófilos das vias aéreas (GIAID et al., 1998; HAMID et al., 1993; DEL POZO et 

al., 1997). Tais resultados foram validados em cultura de células epiteliais das vias 

aéreas humanas. Nas mesmas condições experimentais, citocinas pró- 

inflamatórias aumentam a liberação de NO, bem como a imunorreatividade para a 

NOSi e o nível do RNAm para NOSn (ROBBINS et al., 1994; ASANO et al., 1994, 

GUOetal., 1995).

O choque séptico é a principal causa-morte de pacientes internados na 

unidade de terapia intensiva. A síndrome clínica do choque séptico é 

caracterizada por intensa hipotensão e, conseqüentemente, pela falência de 

múltiplos órgãos e morte. Entre os mediadores envolvidos no choque séptico 

destacam-se o NO e seus metabólitos (peroxinitrito), responsáveis pela hipotensão 

severa, pela apoptose celular, pela acidose láctica e pela falência dos órgãos 

(WOLKOW, 1998).

Trabalhos recentes mostraram que a expressão da NOSi está associada à 

ativação prévia do receptor do fator de transcrição nuclear NF-Kappa B (NF-kB), 

envolvido na transcrição de muitos genes das respostas imunes e inflamatórias 

(BARNES e KARIN, 1997). A ativação do receptor NF-kB constitui uma etapa 

essencial para a transcrição do gene da NOSi e pode ser ativado por citocinas 

pró-inflamatórias (XIE et al., 1994).
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1.4.4 CITOCINAS

O sistema imunológico, bem como as células que participam da defesa do 

organismo possuem várias estratégias para destruir microorganismos ou qualquer 

antígeno invasor. Dentre os principais mediadores, destacam-se as citocinas, que 

estão envolvidas no crescimento e diferenciação celular, na inflamação, na 

imunidade e no reparo tecidual, além de outras funções (HENDERSON et al.,

1996). As citocinas são glicoproteínas liberadas localmente ou em nível sistêmico e 

consideradas mediadores homeostáticos, razão pelo qual participam do sistema de 

defesa do organismo (HENDERSON et al., 1996).

Pelo menos 200 citocinas já foram identificadas nos últimos anos e muitas 

delas possuem seus receptores clonados. De forma geral, incluem-se entre elas as 

interleucinas, o interferom gamma (IFN), o fator estimulante de colônia de 

macrófagos e granulócitos (GM-CSF), o fator de necrose tumoral alfa e beta (TNFa 

e TNF0) e as quimiocinas (GALANAUD, 1997). Dentre as principais células que 

produzem citocinas, destacam-se os linfócitos T auxiliares (CD4+). De acordo com 

o tipo de citocinas que liberam, os linfócitos T ainda são subdivididos em 

populações denominadas de TH1 e TH2 (MOSMANN et al., 1986). As células TH1 

secretam principalmente IFNy e TNF, enquanto clones de células TH2 produzem 

principalmente IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (HOWARD et al., 1993a). As células 

do tipo TH1 estão envolvidas no processo inflamatório, enquanto as do tipo TH2 

regulam principalmente a produção de imunoglobulinas E (IgE), que são 

importantes na patogênese das doenças alérgicas (ROMAGNANI, 1994; ABBAS et 

al., 1991a; KAY, 1996). Além disso, o balanço entre estes dois clones celulares,
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TH1 e TH2, parece ser importante na geração ou correção das disfunções 

imunológicas. A Tabela 1 mostra a liberação de citocinas segundo clones de 

células T (CD4+).

Tabela 1 -  Liberação de citocinas segundo clones de células T (CD4+) adaptado

de HOWARD, et al., 1993b.

Citocinas TH1 TH2
IL-2 + -

IFNy ++ -

TNFp ++ -

IL-4 - ++
IL-5 - ++
IL-9 - ++
IL-10 - ++
TNFa ++ +
GM-CSF ++ +
IL-3 ++ ++

As interleucinas, bem como o TNFa, estão em geral envolvidas na indução 

e na manutenção do processo inflamatório (DINARELLO, 1994). Outras citocinas, 

como a IL-10, o fator de crescimento tumoral (TGF0) e o antagonista do receptor 

da IL-1 (IL1-RA), possuem papel modulador do processo inflamatório 

(HENDERSON e POOLE, 1994), sendo, inclusive, descritos efeitos 

antiinflamatórios em alguns modelos (ZUANY-AMORIM et al., 1995; 1997; VAN 

DER POLL et al., 1995; KUNZ et al., 1997). Assim, de acordo com suas funções 

biológicas, contribuem tanto para a perpetuação como para a resolução do 

processo inflamatório (GALANAUD, 1997). A Tabela 2 mostra a classificação das 

citocinas tomando-se por base sua função biológica.
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Tabela 2- Classificação das citocinas de acordo com a função biológica adaptada

de G ALAN AU D, 1997.

Resposta Inflamação e Atividade Hematopoiese Quimiotaxia
Imunológica Reparo

Tecidual
Anti-viral

IL-1 (a e p> IL-1 (a e p) IFNs tipo I GM-CSF Quimiocinas
IL-2 TNF (a e p) IFNs-a M-CSF IL-8
IL-4 IFN-p G-CSF IP-10
IL-5 IFN-q GRO
IL-6 IL-6 IFNs-t IL-3 PF-4
IL-9 IL-11 IL-5 SDF-1
IL-10 LIF IFN tipo II IL-7 Quimiocinas-p
IL-11 OSM IFN-y MCP-1, -2, -3
IL-12 CNTF MIP-1a e p
IL-13 IL-16 RANTES
IL-14 IL-IRA Eotaxina
IL-15 IL-10
IFN-Ô TGF-p
TNF (a e p) PDGF

FGFa
FGFb

As principais citocinas do sistema de defesa são: IFN: interferon; TNF: fator 

de necrose tumoral; IL1-RA: antagonista natural do receptor da IL-1; LIF: fator 

inibitório leucêmico; OSM: oncostatina M; CNTF: fator neurotrófico ciliar; PDGF. 

fator de crescimento derivado de plaquetas; FGFa: fator de crescimento ácido do 

fibroblasto; FGFt,: fator de crescimento básico do fibroblasto; TGF: fator de 

crescimento tumoral; GM-CSF: fator estimulante de colônia de macrófagos e 

granulócitos; M-CSF: fator estimulante de colônia de macrófago; G-CSF: fator 

estimulante de colônia de granulócitos; IP: proteína induzida pelo interferon; GRO: 

fator relacionado ao crescimento; PF: fator plaquetário; SDF: fator derivado do 

estroma; MCP: proteína quimiotática de monócitos; MIP: proteína inflamatória de
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macrófago; RANTES: proteínas reguladas, expressadas e secretadas na ativação 

normal de células T.

1.4.4.1 RECEPTORES DAS CITOCINAS

Os receptores das citocinas são complexos multiproteicos, constituídos por

2 ou 3 cadeias, localizados na membrana celular. A cadeia alfa (a) serve para 

ligação entre a citocina e seu receptor, sendo responsável pela afinidade e 

especificidade das duas moléculas (DUSANTER-FOURT et al., 1994; KISHIMOTO 

et al.,1994), enquanto a cadeia p (eventualmente uma cadeia y) promove o sinal de 

transdução.

Os receptores de muitas citocinas têm sido clonados e com base na 

homologia em algumas regiões, têm sido agrupados em superfamílias 

(KISHIMOTO et al., 1994).

Os receptores da superfamília das citocinas apresentam afinidade e 

especificidade para a IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12 e para o GM-CSF. Cada 

receptor é um heterodímero, e possui uma região extracelular contendo domínios 

ligados à fibronectina do tipo III e outro semelhante à estrutura das 

imunoglobulinas (BARNES et al., 1998).

Nas células, a IL-1 interage com, pelo menos, dois tipos de receptores 

(I e II). O receptor I é encontrado principalmente em linfócitos T e em 

fibroblastos, enquanto o II é expresso em linfócitos B, monócitos e neutrófilos. 

No entanto, trabalhos têm demonstrado a presença do receptor tipo I nos 

neutrófilos e nas células endoteliais (BRANDOLINI et al., 1995; MATSUKAWA
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et al., 1995). Tem sido também demonstrado que a IL-1 age preferencialmente 

via receptor tipo I e que o receptor do tipo II ou do antagonista do IL1-RA são 

inibitórios (BROOKS e MIZEL, 1994). Outros estudos demonstram que tanto o 

TNFa como a IL-1 (3 são capazes de liberar IL-6, promovendo a regulação e a 

ativação da resposta inflamatória (SIRONI et al., 1989).

Outro grupo são os receptores da superfamília das imunoglobulinas, que 

apresentam na região extracelular um domínio para as imunoglobulinas. Esses 

receptores incluem as citocinas do tipo IL-1, IL-6, PDGF, e GM-CSF.

Os receptores ligados à proteínas quinases possuem domínio extracelular, 

transmembrânico, intracelular e domínio catalítico. Neste último há um sítio 

catalítico relacionado com a ativação da tirosina quinase. Tais receptores incluem 

os receptores para fatores de crescimento, como: PDGF FGFa, e FGFb (BARNES 

et al., 1998).

Os receptores da superfamília do interferon possuem um único domínio 

transmembrânico (receptores para IFNy e IL-10) ou duas regiões homólogas 

extracelulares (receptores para IFNa/p), onde ocorre fosforilação proteica e 

ativação de proteínas tirosinas-quinases. (BARNES et al., 1998).

Os receptores para os fatores de crescimento do nervo são caracterizados por 

apresentarem 3 ou 4 resíduos de cisteína situados na região extracelular. O 

mecanismo de transdução ainda não foi elucidado (BARNES et al., 1998).

Os receptores ligados a proteínas G incluem os receptores das quimiocinas, 

possuem 3 domínios extracelulares, 7 domínios transmembrânicos e 3 domínios 

intracelulares, além de uma cabeça N-terminal extracelular e 1 cauda C-terminal
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intracelular. Quando ativados, esses receptores induzem a hidrólise do fosfato de 

inositol e ativam proteínas quinases e canais iônicos (BARNES et al., 1998).

1.4.4.2 CITOCINAS E A RESPOSTA INFLAMATÓRIA

Diversos são os estímulos para a liberação das citocinas, e incluem 

infecção bacteriana, viroses, parasitoses, micoses, tumores, traumas (intervenção 

cirúrgica), estímulos físicos (queimaduras, irradiações), necrose tecidual (infarto), 

respostas imunológicas (doença auto-imune, rejeição de enxerto), entre outros. As 

citocinas parecem ampliar e perpetuar a resposta inflamatória e podem ser 

importantes na severidade da doença e na resistência à terapia antiinflamatória em 

algumas doenças como a asma (BARNES, 1992a; KRISHNASWAMY et al., 1993; 

PARKetal., 1994; BARNES, 1996a).

As citocinas promovem a liberação de mediadores pró-inflamatórios do tipo 

LTs, PGs, PAF-acéter, proteases e radicais livres (ERTEL et al., 1991; BOUÉ, 

1997; KIM et al., 1998), bem como induzem a expressão de moléculas de adesão 

em fibroblastos e nas células endoteliais. A produção hepática de proteínas de 

fase aguda durante a resposta inflamatória é estimulada com a liberação da IL-1 

e da IL-6 (DINARELLO et al., 1991; GALNAUD, 1997).

Várias citocinas têm sido alvo de estudos clínicos, não só para o diagnóstico 

de diversas patologias, mas também no tratamento de doenças, principalmente de 

caráter inflamatório, como, por exemplo, a asma brônquica, a psoríase, as 

doenças alérgicas, além do câncer e de doenças auto-imunes (KRISHNASWAMY 

et al., 1993; YAMAGUCHI et al., 1995; G ALAN AU D, 1997). A Tabela 3 resume o
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possível potencial clínico de algumas citocinas humanas, tanto no diagnóstico 

como no tratamento de diversas patologias.

Tabela 3- O possível potencial clínico de citocinas humanas no diagnóstico e no 

tratamento de diversas patologias adaptado de MAINI et al.,1993; GALANAUD, 

1997:

CITOCINAS POSSÍVEL USO CLINICO
Antagonista do receptor da IL-1 Antiinflamatório na artrite reumática
IL-10 Câncer

Linfomas não Hodgkin
Mieloma múltiplo
Melanoma Ovariano

IL-11 Câncer de mama
IL-12 Câncer

SIDA
IL-13 Antiinflamatório

SIDA
IL-14 Linfomas
MCP-1 Aterosclerose

Fibrose pulmonar
Artrite reumatóide
Psoríase
Asma
Gengivite crônica
Câncer

Dentre as citocinas conhecidas pelos seus efeitos pró-inflamatórios 

destacam-se a IL-10, o TNFa e a IL-8.

Estudos de biologia molecular revelam que a interleucina-1 (IL-1) é uma 

citocina inflamatória composta por duas isoformas (IL-1a e IL-1 (3), que 

apresentam homologia entre os aminoácidos de aproximadamente 40% e 

aparentemente se ligam ao mesmo receptor (LOMEDICO et al., 1984). Esta 

citocina é liberada por diferentes tipos celulares (SUTTLES et al., 1990 a, b),
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principalmente macrófagos, em resposta à infecção, toxinas microbianas, 

agentes inflamatórios, produtos derivados dos linfócitos, componentes do 

sistema complemento (DINARELLO, 1988a, b; DINARELLO et al., 1989). Além 

disso, a IL-1 medeia diferentes efeitos inflamatórios (DINARELLO, 1988a, b) 

como recrutamento de leucócitos, principalmente de polimorfonucleares, 

durante o processo inflamatório (KAMPSCHMIDT e PULLIAM, 1978; BECK et 

al., 1986), induz a liberação de pirógenos endógenos (DINARELLO, 1984a, b), 

promove a liberação de outros mediadores inflamatórios (SUBRAMANIAN e 

BRAY, 1987; BUSSOLINO et al., 1988), diminui os linfócitos circulantes, 

induz febre (DINARELLO, 1984a,b; ULICH et al., 1987, 1989), além de 

estimular várias células que liberam outras citocinas como a IL-6 (SIRONI et 

al., 1989) e a IL-8 (MATSUSHIMA et al., 1988). Em resposta à carragenina, 

parece que células locais liberam pequenas quantidades de IL-13 capazes de 

induzir a liberação de citocinas secundárias, que por sua vez, liberam outros 

mediadores, como por exemplo, metabólitos do AA, que agem 

sinergisticamente com outras citocinas, principalmente o TNFa, (DOZEN et al.,

1989) promovendo também a quimiotaxia de mais leucócitos para a cavidade 

pleural, amplificando assim a resposta inflamatória. Outros estudos 

demonstram que as mesmas células que participam do processo inflamatório 

podem liberar inibidores da IL-1 promovendo regulação do processo 

inflamatório (TIKU et al., 1986; UTSUNOMIYA et al., 1991; HANNUM et al.,

1990). Estes autores demonstraram ainda que na pleurisia induzida pela
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carragenina, em ratos ocorre aumento da IL-10 2 a 4 h depois, havendo 

diminuição significativa 5 h após a administração do agente flogístico.

O TNFa, outra citocina conhecida por seus efeitos pró-inflamatórios, é o 

principal mediador da resposta sistêmica à sepsis ou lesão tecidual (MARKS et al., 

1990; SUTER et al., 1992; VASSALLI, 1992). Esta citocina participa da resposta 

imune e inflamatória em resposta a invasão microbiana, no pulmão (VASSALI, 

1992; BEUTLER e GRAU, 1993; STRIETER e KUNKEL, 1994; SMITH et al., 1998; 

SKERRETT et al., 1999). Além disso, o TNFa também está envolvido na 

patogênese da artrite reumatóide (KOLLIAS, 1993), na síndrome da angústia 

respiratória (SARA) (SUTER et al., 1992; SHANLEY et al., 1995), entre outras. O 

TNFa é liberado por diferentes tipos celulares, sendo os macrófagos e linfócitos T, 

sua principal fonte de liberação (MOHLER et al., 1993). Esta citocina estimula no 

endotélio a expressão de moléculas de adesão do tipo E-selectinas e integrinas, 

promove a liberação de agentes quimiotáticos e aumenta a atividade fagocítica de 

macrófagos, no pulmão (SMITH et al., 1998). O papel desta citocina, no pulmão 

não está completamente esclarecido. Estudos realizados por DENIS et al., 

(1991a,b) têm demonstrado que a liberação do TNFa decorrente à infecção 

pulmonar por Micropolyspora faeni agrava o quadro da pneumonia, em 

camundongos. Além disso, esta citocina aumenta o influxo de polimorfonucleares 

em modelos de inflamação pulmonar, em camundongos (BURET et al., 1994; 

GOSSELIN et al., 1995; KOLLS et al., 1994; LAICHALK et al., 1996; SONODA et 

al., 1997).
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A IL-8, também considerada uma citocina pró-inflamatória, é liberada pelos 

monócitos/macrófagos (YOSHIMURA et al., 1987), pelos eosinófilos (YOUSEFI et 

al., 1995), pelas células epiteliais das vias aéreas (NAKAMURA et al., 1991; 

KWON et al., 1994), pelas células endoteliais (STRITER et al., 1989), pelos 

polimorfonucleares (CASSATELA. 1995; ADMAS e LLOYD et al., 1997) entre 

outras. Em pacientes asmáticos, após infecção virai ou em pacientes com 

doenças inflamatórias crônicas, a IL-8 promove a quimiotaxia tanto de células 

polimorfonucleares como de mononucleares (BeaubiEn et al., 1990; RIBEIRO et 

al., 1991; CarrÉetal. 1991; SEITZetal., 1991; 1991; Boylanet al., 1994; Miller et 

al., 1992; GODBEY et al.. 1993; MILLER e IDELL, 1990; Richman-Eisenstat et al., 

1993; Broaddus e HEBERT., 1997; TERAN et al., 1997; VAN DEN HEUVEL et al., 

1998) e o aumento da permeabilidade vascular (FUKUMOTO et al., 1998). Além 

disso, a IL-8 tem sido implicada em outras patologias como fibrose pulmonar, 

síndrome da angústia respiratória (SARA), bronquite crônica (Carre et al., 1991; 

Broaddus et al., 1992; Miller et al., 1992; Richman-Eisenstat et al., 1993), entre 

outras. A IL-8 pode também ser liberada não somente em resposta a um processo 

inflamatório, mas por macrófagos, que liberam outras citocinas, amplificando a 

resposta inflamatória (STANDIFORD et al., 1990). Outros estudos demonstram 

que existe uma correlação positiva entre os níveis de IL-8 e da mieloperoxidase na 

severidade dos sintomas respiratórios nas vias aéreas de humanos, após uma 

infecção virai (PEVERI et al., 1988). Além disso, a IL-8 é capaz de estimular a 

desgranulação de neutrófilos, promovendo a liberação de radicais livres (PEVERI 

et al., 1988), e a síntese de leucotrienos (SCHRODER, 1989). Acredita-se que esta



INTRODUÇÃO 35

quemocina é também capaz de regular o influxo de neutrófilos, in vivo (TERAN et 

al., 1997).

A IL-6 é uma citocina liberada por diversos tipos celulares, incluindo 

fibroblastos, células endoteliais, queratinócitos, monócitos, células T, mastócitos e 

células de origem neuronal (STEIN e SUTHERLAND, 1998). É a principal citocina 

envolvida na indução de proteínas de fase aguda, pelo fígado (XING et al., 1998). 

Já a IL-10, em camundongos, pode ser liberada por clones de células TH1 e TH2, 

monócitos, macrófagos, queratinócitos e células B CD25 positivas (HOWARD et 

al., 1992; 0 ’GARRA et al., 1992). Esta citocina é considerada uma citocina 

pleiotrópica tendo em vista seu efeito biológico múltiplo, incluindo a inibição de 

citocinas pro-inflamatórias TNFa, IL-ip, IL-8 e GM-CSF, MIP-1, MIP-2 liberadas 

por macrófagos (FIORENTINO et al., 1991; DE WAAL MALEYT et al., 1991; 

BOGDAN et al, 1991, 1992; OSWALD et al., 1992; STANDIFORD et al., 1995, 

1996; SCHOLZ, 1996). A IL-10 também regula a expressão do IL-IRA liberada 

pelos monócitos (DE WAAL MALEFYT et al. 1992; WANG et al., 1994).

Na clínica, tem sido observado aumento das concentrações de IL-10 no soro 

de pacientes com artrite reumatóide quando comparados aos pacientes normais. 

Neste caso, a IL-10 tem mostrado agir como uma citocina do tipo antiinflamatória 

(CUSH et al., 1995; SCHREIBER et al. 1995; 1998).

1.4.5 PARTICIPAÇÃO DO NF-KAPPA B NA INFLAMAÇÃO

Os fatores de transcrição são proteínas que se ligam ao ácido 

deoxiribonucleico (DNA) celular, promovendo a regulação da expressão de
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genes envolvidos nas respostas imunes, inflamatórias ou de enzimas 

relacionadas com a síntese de mediadores inflamatórios. Dentre esses fatores 

de transcrição, incluem-se o fator kB (NF-kB) e a proteína ativadora tipo 1 

(AP-1). O NF-kB tem sido alvo de muitos estudos, tendo em vista seu papel 

central na regulação da expressão de genes que codificam citocinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesão, proteínas de fase 

aguda, bem como o seu envolvimento em diversas doenças inflamatórias 

crônicas e na rejeição de enxertos (BARNES, 1997; BURCKART et al., 1998; 

LEE e BURCKART, 1998; CHEN et al., 1999). A regulação e o controle da 

ativação do fator NF-kB pode ser, portanto, a chave na estratégia terapêutica 

reduzindo a lesão e a liberação de mediadores inflamatórios (BÕHRER e 

NAWROTH. 1998; CHEN et al., 1999).

Muitos dos genes responsáveis pela síntese das citocinas pró-inflamatórias, 

TNFa (MÜLLER et al., 1993; REINECKER et al., 1994; BEUTLER e VAN 

HUFFEL., 1994), IL10 (STEVENS, et al., 1992; PULLMAN et al., 1992; ANDUS et 

al., 1995), IL-6 (KISHIMOTO et al., 1995; KUSUGAMI et al., 1995), IL-8 (ANDUS et 

al., 1995; BAGGIOLINI et al., 1994), fator estimulante de colônia de macrófago (M- 

CSF), fator estimulante de colônia de macrófagos e granulócitos (GM-CSF) 

(MÜLLER et al., 1993), proteína quimiotática de monócitos (MCP) (BAEUERLE e 

HENKEL., 1994), NOSi, além da molécula de adesão vascular (VCAMS) (NEISH 

et al., 1992; IADEMARCO et al., 1992) e da molécula de adesão intercelular 

(ICAM-1) (BAEUERLE et al., 1991), possuem sítios de ligação para o NF-kB. 

Dessa forma, parece que o fator NF-kB está envolvido na regulação transcripcional
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das citocinas, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, entre outras (LEONARDO et al., 1989; 

KUNSCH e ROSENI., 1990; SHAKHOV et al., 1990; BALDWIN, 1996). Por outro 

lado, algumas citocinas, como o TNFa e a IL-1(3, são capazes de ativar também o 

fator NF-kB (GRILLI et al., 1993; BAEUERLE e HENKEL., 1994) ocorrendo assim, 

uma amplificação da resposta inflamatória (HISCOTT et al., 1993).

Os primeiros estudos acerca do NF-kB datam de 1986, quando foi 

descrito um fator nuclear necessário para a transcrição da cadeia leve Kappa 

das imunoglobulinas (SEM e BALTIMORE, 1986). O fator NF-kB é o nome 

genérico de um dos fatores de transcrição caracterizado em diversos tipos 

celulares de origem mesenquimal, incluindo linfócitos, macrófagos e 

fibroblastos (BAEUERLE, 1991; KAWAI et al., 1995; GHOSH et al., 1998). A 

análise cristalográfica, bem como estudos de biologia molecular, identificaram, 

em mamíferos, pelo menos 5 famílias: NF-kBi, NF-kB2, RelA, Rei B e a c-Rel 

(BALDWIN, 1996). Os fatores de transcrição NF-kB são compostos, 

geralmente, por diferentes proteínas, formando um complexo heterodímero, 

como, por exemplo, as proteínas p50 e p65, que formam a família RelA. Esse 

heterodímero está localizado no citoplasma celular (GRILLI, et al., 1993; 

BAEUERTE e HENKEL, 1994).

O NF-kB, quando estimulado, age como um elemento regulador de 

transcrição (BALDWIN, 1996). O NF-kB é encontrado, na forma inativa, no 

citoplasma da maioria das células, onde está associado a proteínas inibitórias 

denominadas proteínas inibitórias do kB (IkB) (MANIATIS, 1997; GHOSH et al., 

1998). LPS, citocinas inflamatórias (TNF ou IL-1), irradiação ultra-violeta (UV),
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oxidantes, agentes patógenos (infecção virai ou a expressão de produtos gênicos 

de origem virai), bem como estímulos fisiológicos e não-fisiológicos promovem a 

ativação do receptor NF-kB (SHAKHOV et al., 1990; ADCOCK et al., 1994; 

DUMONTetal., 1998).

Após o estímulo, ocorre inicialmente a fosforilação (através de IkB- 

quinases), seguida pela liberação, a degradação proteolítica do heterodímero e, 

finalmente, a translocação do complexo NF-kB para o núcleo. No núcleo, o dímero 

NF-kB ativado interage com elementos regulatórios do NF-kB, promovendo 

alterações nas funções celulares (BALDWIN, 1996; MANIATIS, 1997; WORONICZ 

et al., 1997; GHOSH et al., 1998; ROGLER et al., 1998).

Estudos mostram que o NF-kB é constitutivamente ativo em diversos 

tipos celulares (células B, timócitos, neurônios) (BALDWIN, 1996) e é também 

um componente importante na indução da expressão de diversas proteínas, 

incluindo citocinas, proteínas de fase aguda e moléculas de adesão celular 

(GRILLI, et al., 1993; KOPP e GHOSH, 1995; BALDWIN, 1996).

A ativação inadequada do NF-kB tem sido implicada no desenvolvimento 

de doenças inflamatórias crônicas, incluindo as de origem auto-imune, como a 

artrite reumatóide e o lupus eritematoso sistêmico, além da asma ou de situações 

agudas como o choque séptico, a fibrose pulmonar, a glomerulonefrite, a 

aterosclerose, a síndrome da imunodeficiência humana (SIDA), a oncogênese 

(BAEUERLE, 1991; KAWAI et al., 1995, BALDWIN, 1996). É interessante ressaltar 

que, na artride reumatóide, o NF-kB é capaz de induzir a expressão de genes 

relacionados à esta doença, é também ativado no tecido sinovial comprometido, e
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a terapia utilizada, a predinisona e os sais de ouro, tem efeito inibitório sobre o 

fator NF-kB (BAEUERLE, 1991; KAWAI et al., 1995; BALDWIN, 1996). Ao 

contrário, a inibição completa ou persistente do fator de transcrição nuclear NF-kB 

tem sido associada à apoptose e ao desenvolvimento inadequado de células do 

sistema imunológico (CHEN et al., 1999). Finalmente, muitos inibidores endógenos 

do NF-kB, como, por exemplo, a IL-10 (BARNES, 1997) podem ser úteis no 

tratamento das doenças inflamatórias crônicas.

Avanços no conhecimento do mecanismo de sinalização que controla a 

ativação do NF-kB e o desenvolvimento de inibidores específicos representam 

uma importante etapa para o entendimento da resposta imune e inflamatória, 

sendo a inibição do NF-kB funcionalmente importante, bem como terapia para o 

tratamento adequado de diversas doenças em que ocorre a desregulação desse 

fator de transcrição nuclear (BALDWIN, 1996; LEE e BURCKART, 1998; MAY,

1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

A proposta do presente trabalho foi avaliar alguns dos mecanismos que 

regulam as respostas inflamatórias local (cavidade pleural) e sistêmica (sangue, 

pulmão e baço), utilizando o modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em 

camundongos.

2.2 Objetivos específicos

2.2.1 Na resposta inflamatória da cavidade pleural

1- Avaliar a participação da mieloperoxidase e do óxido nítrico no modelo 

experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos. Para este 

fim, foi avaliado o perfil temporal (1-100 h) das concentrações de nitrito/nitrato e 

de mieloperoxidase no exsudato pleural. A participação de mediadores 

inflamatórios que estimulam a síntese do óxido nítrico foi também analisada, 

indiretamente, empregando-se diferentes drogas que interferem na ação ou na 

síntese da bradicinina, da histamina, da interleucina-1 (IL-1) e dos prostanóides. 

Estes dados resultaram na seguinte publicação:

FRÕDE-SALEH, TS; CALIXTO, JB; MEDEIROS, YS. Effects of anti-inflammatory 

drugs upon nitrate and myeloperoxidase leveis in the mouse pleurisy induced by 

carrageenan. Peptides, 20: 949-956, 1999.
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2- Analisar a participação do receptor B2 da bradicinina, utilizando antagonistas 

seletivos peptídicos (HOE 140, NPC 17731) e não peptídico (NPC 18884) do 

receptor B2 da bradicinina. Estes dados resultaram na seguinte publicação:

SALEH, TS; VIANNA, RM; CRECZYNSKI-PASA, TB; CHAKRA VARTY, S; 

MAVUNKEL, BJK; CALIXTO, JB. Oral anti-inflammatory action of NPC 18884, a 

novel bradykinin B2 receptor antagonist. Eur. J. Pharmacol. 363:179-187, 1998.

3- Investigar se citocinas do tipo pró ou antiinflamatórias exercem alguma 

modulação na primeira (4 h) e/ou segunda (48 h) fases da resposta inflamatória 

induzida pela carragenina na cavidade pleural de camundongos. Para este fim, foi 

utilizado citocinas-recombinantes do tipo: TNFa, IL-1 (3, IL-6, IL-8, IL-10, 

antagonista do receptor da IL-1 (IL1-RA), bem como anticorpos-policlonais: anti- 

TNFa, anti-IL-1J3, anti-IL-6, anti-IL-8.

SALEH, T; SOUZA, GEP; CALIXTO, JB. The modulatory role of pro-inflammatory 

cytokines in the mouse model of pleurisy induced by carrageenan (submBtido à 

publicação).

4- Avaliar a participação do fator de transcrição nuclear NF-Kappa B (NF-kB), no 

modelo da pleurisia induzida pela carragenina (4 e 48 h), em camundongos, com o 

auxílio de inibidores desse fator (PDTC e sulfasalazina).
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SALEH, TS, CAUXTO, JB. Synergistic anti-inflammatory effect of NF-kB inhibitors 

and steroidal or non steroidal anti-inflammatory drugs in the pleural inflammation 

induced by carrageenan in mice (in press).

5 - Avaliar as possíveis alterações na expressão de moléculas de adesão do tipo 

integrinas (CD11a, CD18) nos leucócitos da cavidade pleural de camundongos 

com pleurisia induzida pela carragenina.

2.2.2 Na resposta inflamatória sistêmica

1- Determinar se a resposta inflamatória pleural induzida pela carragenina também 

está associada com exsudação pulmonar ou esplénica.

2- Avaliar as possíveis alterações, na expressão antigênica de marcadores 

leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) no sangue total, no pulmão e no 

baço de animais onde a pleurisia foi induzida pela carragenina.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos, 2 meses de idade de ambos 

os 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 plástico, com 

livre acesso à água e à comida.

3.2 MODELO DE INFLAMAÇÃO UTILIZADO

3.2.1 Pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos

Os experimentos foram realizados de acordo com os procedimentos descritos 

previamente (HENRIQUES et al., 1990; SALEH et al., 1996)

No dia da indução da pleurisia, os animais foram levemente anestesiados 

com éter etílico e 0,1 ml de solução fisiológica estéril (NaCI 0,9%) ou do agente 

flogístico (diluído em salina 0,9%), foi administrado na cavidade pleural direita 

através do espaço intercostal.

De acordo com cada protocolo experimental, após a administração do agente 

flogístico ou da solução salina estéril, os animais foram sacrificados em diferentes 

intervalos de tempo com uma overdose de éter etílico. A seguir, foram fixados em 

mesa cirúrgica, em declive de 30 a 45°, sendo feita uma incisão transversal na 

pele e nos músculos abdominais. Em seguida, o apêndice xifóide foi pinçado e 

através de duas incisões paralelas ao longo do esterno, os pulmões e ambas as 

cavidades pleurais foram expostos. Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada
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com 1 ml de solução salina tamponada (PBS-pH 7,6) e heparinizada (20 Ul/ml). 

Alíquotas do lavado pleural foram coletadas com auxílio de pipetas automáticas 

para a quantificação dos números total e diferencial de células.

De acordo com o protocolo experimental, uma hora antes dos 

experimentos, grupos de animais foram tratados com solução de azul de Evans 

(25 mg/kg, 0,2 ml/ animal, i.v.), para posterior determinação indireta do grau de 

exsudação na cavidade pleural (HENRIQUES et al., 1990; HENRIQUES, 1993; 

SALEH et al., 1996). Utilizando o mesmo protocolo experimental, as possíveis 

variações sobre os índices de permeabilidade vascular, no pulmão, no coração, 

baço e nos rins foram também estudados.

3.2.2 Pleurisia induzida pela bradicinina, pela desArg9-BK, pela histamina e 

pela substância P, em camundongos

Os experimentos realizados estão de acordo com protocolos descritos 

previamente (SALEH et al., 1997; 1998; VIANNA e CALIXTO, 1998).

No dia da indução da pleurisia, os animais foram levemente anestesiados 

com éter etílico e 0,1 ml de solução fisiológica estéril (0,9%) ou do agente 

flogístico (bradicinina (10 nmol/cav.), desArg9-BK (30 nmol/cav.), histamina (0,9 

nmol/cav.) ou substância P (20 nmol/cav.), todos diluídos em salina 0,9%, foi 

administrado na cavidade pleural direita através do espaço intercostal.

Com a finalidade de minimizar a degradação das cininas durante a pleurisia 

induzida pela bradicinina ou desArg9-BK, todos os animais foram tratados 

previamente com captopril (inibidor da cininase II, 5 mg/kg, i.p., 30 min) (CORRÊA 

e CALIXTO, 1993). De acordo com cada protocolo experimental, os animais foram
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sacrificados, segundo a metodologia descrita anteriormente, em diferentes 

períodos de tempo.

Para cada série de experimentos, foi determinado o grau de exsudação e a 

quantificação do número total e diferencial de células da cavidade pleural, 

segundo protocolo descrito para a pleurisia induzida pela carragenina.

3.3 TÉCNICAS UTILIZADAS

3.3.1 Determinação do exsudato na cavidade pleural

Nos animais submetidos à pleurisia induzida pela carragenina, após a 

lavagem das cavidades pleurais com solução PBS, uma alíquota (500 jil) foi 

separada e congelada em freezer (-20°C) para posterior determinação dos níveis 

de azul de Evans. No dia dos experimentos, amostras de um mesmo protocolo 

experimental foram descongeladas à temperatura ambiente e as concentrações do 

corante foram determinadas em espectrofotômetro (Campu-Espectro, Brasil), por 

leitura da densidade ótica, em comprimento de onda 600 nm. Para tal, curvas- 

padrão com concentrações previamente conhecidas do corante (0,01-50 (ig/ml) 

também tiveram suas densidades óticas determinadas, com auxílio da equação da 

reta. Os valores das concentrações de azul de Evans foram expressos em (xg/ml.

3.3.2 Determinação da permeabilidade vascular em tecidos

Para avaliar a permeabilidade vascular de diferentes órgãos, inicialmente 

foram determinados os seus respectivos pesos (pulmão, coração, baço e rim) em 

gramas. Após repetidas lavagens, em solução PBS e remoção dos tecidos
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adjacentes, os tecidos foram cortados em fatias e transferidos para tubo de ensaio 

contendo 2 ml de solução de formamida. As amostras foram incubadas em banho- 

maria (45°C) durante 72 h para posterior quantificação dos níveis de azul de 

Evans. Decorrido o período de incubação, os tubos de ensaio foram centrifugados 

(10 min, 50 x g) e os sobrenadantes foram transferidos para cubetas para medida 

das concentrações do azul de Evans, que foi realizada segundo a metodologia 

descrita no modelo da pleurisia. Os valores das concentrações de azul de Evans 

foram expressos em ng/g de tecido úmido.

3.3.3 Contagem total e diferencial dos leucócitos na cavidade pleural e no 

sangue total

No dia dos experimentos, após sacrifício dos animais e abertura das 

cavidades, alíquotas do lavado pleural (200 nl) foram reservadas para a contagem 

celular total, em contador de células automático (Coulter, E.U.A.), e para a 

realização de esfregaços celulares. Após o preparo dos esfregaços em 

citocentrífuga (Shandon, E.U.A.), estes foram corados pelo método de May- 

Grunwald-Giemsa. A contagem celular diferencial (polimorfonucleares e 

mononucleares) foi feita em microscópio óptico comum, com auxílio de objetiva de 

imersão (aumento de 800 vezes), contando-se 100 células por lâmina. Em alguns 

experimentos, os animais foram levemente anestesiados com éter etílico e as 

amostras de sangue total foram coletadas através da punção cardíaca em tubo 

contendo anticoagulante (ácido etilenodiaminotetracético: E.D.T.A.).



MATERIAIS E MÉTODOS 47

3.3.4 Determinação da mieloperoxidase nas amostras colhidas do lavado 

pleural

• Método quantitativo

Neste grupo de experimentos, os animais não foram previamente tratados com 

o corante azul de Evans. Imediatamente após a morte dos animais, amostras do 

lavado pleural de camundongos-controle (injetados com solução salina 0,9%) ou 

tratados com carragenina (1%) foram coletadas e imediatamente processadas 

para a quantificação das concentrações de mieloperoxidase. Volumes de 40 jal do 

lavado ou do padrão (mieloperoxidase de neutrófilos humanos (Sigma M-6908):

0,7-140 mU/ml) foram transferidos para cubetas e a reação bioquímica iniciada 

com a adição de 360 jj,I de meio tampão (0,167 mg/ml de o-dianisidina 2HCI e

0,0005% de H2O2 (RAO et al., 1993). Após 15 min de incubação, à temperatura 

ambiente, a reação enzimática foi interrompida com a adição de 30 |il de azida 

sódica (1%). A seguir, as amostras foram centrifugadas (50 x g, 5 min) e o 

sobrenadante transferido para cubetas, para posterior leitura das densidades 

óticas (450 nm) em espectofotômetro (Hitachi U-2001-modelo121-0031, E.U.A.). 

Curvas-padrão com concentrações conhecidas da mieloperoxidase (0,7-140 

mU/ml) também tiveram suas densidades óticas determinadas, permitindo a 

quantificação dos valores desconhecidos em mU/ml, com o auxílio da equação da 

reta. As amostras em que a concentração da mieloperoxidase foi superior a 140 

mU/ml foram diluídas (2 a 5 vezes) em solução PBS e suas concentrações finais 

foram adequadamente corrigidas. Os valores abaixo do limite inferior da curva- 

padrão foram expressos como 0,7 mU/ml.
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• Método imunohistoquímico

Esfregaços de alíquotas do lavado pleural obtidas de animais-controle ou 

tratados com carragenina (1%) foram realizados com auxílio de citocentrífuga 

(Shandon, E.U.A.). Após secagem à temperatura ambiente, estes foram corados 

segundo a técnica proposta por Graham-Knoll (HAYHOE e FLEMAN, 1995). Para 

a realização da metodologia, inicialmente, os esfregaços foram fixados em etanol 

(5 min). Imediatamente, foi preparada solução de benzidina (benzidina: 250 mg e 

água destilada: 20 ml, aquecida em banho-maria, à 100°C por 10 min e resfriada 

à temperatura ambiente). A solução resfriada, foi colocada em cubas de Koplin 

onde as lâminas foram mergulhadas (3 min). A seguir, foi adicionado, à solução de 

benzidina, 3 gotas de peróxido de hidrogênio (10 vol) e novamente as lâminas 

foram incubadas (3 min) na nova solução. Posteriormente, as lâminas foram 

lavadas em água corrente (10 segundos) e secas à temperatura ambiente. A 

seguir, realizou-se uma contra coloração utilizando-se corante Giemsa diluído 

(1:20) (HAYHOE, 1995). A leitura das lâminas foi realizada em microscópio 

óptico comum, utilizando-se objetiva de imersão e aumento de 1000 vezes. A 

positividade para a mieloperoxidase é caracterizada pela coloração amarelo-ouro, 

de aspecto granuloso do citoplasma celular.

3.3.5 Análise quantitativa do nitríto/nitrato nas amostras colhidas do lavado 

pleural

O óxido nítrico foi quantificado pela formação de seus metabólitos nitrito 

(NO2') e nitrato (NO3'), utilizando a reação de Griess (GREEN et al., 1982). Neste 

grupo de experimentos, os animais não foram previamente tratados com o corante
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azul de Evans. As amostras do lavado da cavidade pleural de camundongos 

tratados com solução salina, carragenina e/ou com diferentes drogas 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 hidróxido de sódio (6 mM) e 

sulfato de zinco (0,6%). A seguir, 250 jil do lavado da cavidade pleural foi diluído 

em uma solução contendo formato de amónio (30 (il), fosfato de hidrogênio 

dissódico dodecahidratado (30 1̂) e suspensão de Escherichia coli (EC ATCC 

25922 (30 |il): diluída (1:10) em tampão PBS. A solução foi incubada durante 2 h, 

em estufa à 37°C, e a seguir, centrifugada (50 x g, 5 min). Cerca de 250 jil do 

sobrenadante foi transferido para uma cuveta, onde o mesmo volume de solução 

de Griess: fosfato de hidrogênio dissódico dodecahidratado (5% (vol/vol), ácido 

sulfanílico (1%) e N-(1 -naftil) etilenodiamino) (0,1%) foi adicionado e incubado 

durante 10 min, à temperatura ambiente.

A reação de NO2" com esse reagente produz uma coloração rósea, que foi 

quantificada através da medida das densidades óticas em espectrofotômetro 

(Hitachi U2001, modelo 121-0031, E.U.A.) em 543 nm. Curvas-padrão com 

concentrações previamente conhecidas de N02‘ (0-150 (iM) também tiveram suas 

densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação dos valores de 

nitrito/nitrato no exsudato, em |iM, com auxílio da equação da reta.
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3.3.6 Determinação dos antígenos íeucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25) 

no lavado pleural e no sangue total de animais com pleurisia

As amostras do lavado pleural foram lavadas, inicialmente, com solução de 

PBS mais azida (1%), com a finalidade de retirar o excesso de muco ou outros 

ligantes inespecíficos que possam interferir eventualmente na reação estudada. 

Assim, as amostras (500 jjlI) foram transferidas para tubos de ensaio, onde foi 

adicionado 500 [il de solução PBS mais azida (1%) e centrifugadas (5 min, 50 x 

g). A seguir, os sobrenadantes foram desprezados e os pellets ressuspensos e 

homogeinizados com 1 ml de solução PBS. Após este procedimento, 50 jjJ de 

amostras do sangue total e do lavado pleural foram marcados individualmente 

utilizando anticorpos monoclonais de rato anti-camundongo (1 nl) ligados ao 

corante isotiocianato de fluoresceína (I.T.C.F.) (CD8, CD11a, CD18, CD25 e 

CD45, respectivamente). Nesta etapa dos experimentos, 50 jil de soro de cabra 

inativado (56°C, 30 min) e diluído 1/10 (em solução PBS), foi utilizado com a 

finalidade de remover ligações inespecíficas adicionais. As amostras foram 

incubadas à temperatura ambiente (20 min), ao abrigo da luz. A seguir, solução- 

lisante para células com ativação fluorescente (Optilize B, 100 pil) foi adicionada e 

as amostras incubadas novamente à temperatura ambiente (10 min), sendo 

posteriormente adicionado 1 ml de água destilada. Para cada amostra, foram 

analisadas, no mínimo, 105 células em separador de células com ativação 

fluorescente (FACScan - fluorescence-activated cell sorter, FACSCalibur, Becton- 

Dickinson, E.U.A.), de acordo com a dispersão de luz frontal e lateral (FALS -  

Forward angle Light Scatter sensor) e a intensidade de fluorescência utilizando o
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software CelIQuest e Paint agate (Becton-Dickinson, E.U.A.). Paralelamente, 

isotipos controles para o anticorpo monoclonal ligado ao corante I.T.C.F. foi 

utilizado. Os resultados foram expressos em percentual de antígenos leucocitários 

no total de células analisadas.

3.3.7 Determinação dos antígenos leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25, 

CD45) em tecidos de animais com pleurisia

Para análise dos antígenos leucocitários, as amostras teciduais dos 

pulmões e do baço foram lavadas com solução PBS e após remoção dos tecidos 

adjacentes, pool destes órgãos (n = 3-4 animais) de cada grupo experimental 

foram picotados, com auxílio de lâmina de bisturi e transferidos para tubos de 

ensaio de vidro. A seguir, adicionou-se solução PBS (500 |il), sendo as amostras 

imediatamente homogeinizadas e 2,5 ml da solução foi utilizada para a separação 

das células através de gradiente de concentração Ficoll-Hypaque (densidade 

1077). Assim, em tubo de vidro, contendo 2,5 ml de solução Ficoll-Hypaque, 

adicionou-se a mesma quantidade (2,5 ml) do homogeinizado. A solução foi 

centrifugada (50 x g, 30 min) e a camada celular foi retirada com auxílio de seringa 

de 5 ml e agulha (calibre 22G x 3,5 polegadas) e transferidos para outro tubo de 

vidro. Posteriormente, solução PBS (500 (xl) foi adicionada à camada celular e o 

excesso de Ficoll-Hypaque foi removido através de centrifugação (50 g x 10 min) 

da solução. Após esta etapa, os pellets foram ressuspensos em 500 (j,l de solução 

PBS. Anticorpos monoclonais de rato anti-camundongo (1 nl) ligados ao corante

I.T.C.F. (CD8, CD11a, CD18, CD25 e CD45, respectivamente) foram adicionados
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à 50 (il das células lavadas e incubados à temperatura ambiente (20 min), ao 

abrigo da luz. Para remover ligações inespecíficas adicionais, as amostras da 

suspensão celular foram também simultaneamente incubadas com 50 \i\ de soro 

de cabra inativado (56°C, 30 min), diluído 1:10 em solução PBS. Posteriormente, 

solução-lisante para células com ativação fluorescente (Optilize B, 100 (il) foi 

adicionada e as amostras incubadas novamente à temperatura ambiente (10 

min), seguido-se da adição de 1 ml de água destilada. Paralelamente, isotipo- 

controle para o anticorpo monoclonal associado ao I.T.C.F. foi utilizado. Para cada 

amostra, foram analisadas, no mínimo, 105 células em separador de células com 

ativação fluorescente (FACScan - fíuorescence-activated cell sorter, FACSCalibur, 

Becton-Dickinson, E.U.A.), de acordo com a dispersão de luz frontal e lateral 

(FSC -  Forward Light Scater) e a intensidade de fluorescência utilizando o 

programa CelIQuest e Paint agate (Becton-Dickinson, E.U.A.). Paralelamente, 

isotipos controles para o anticorpo monoclonal ligado ao corante I.T.C.F. foi 

utilizado. Os resultados foram expressos em percentual de antígenos leucocitários 

no total de células analisadas.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.4.1 Determinação das concentrações da mieloperoxidase e de 

nitrito/nitrato no iavado pleural

as concentrações de mieloperoxidase e do nitrito/nitrato obtidas do lavado 

pleural de animais-controle e tratados com carragenina (1%) em diferentes 

períodos de tempo (1-100 h) foram inicialmente determinados. Paralelamente, a
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participação do óxido nítrico, neste modelo experimental foi também indiretamente 

avaliada, utilizando-se agentes inibidores da síntese da óxido-nítrico-sintase (L- 

NOARG: 1-100 pmol/cav.) na pleurisia induzida pela carragenina, em 

camundongos. Os animais foram inicialmente (30 min) tratados com L-NOARG (1- 

100 pmol/cav.) e a pleurisia induzida pela carragenina (1%). Os parâmetros 

inflamatórios (exsudação e migração celular) foram analisados 4 h após. Em 

outros experimentos foi também avaliado o perfil temporal inibitório da L-NOARG 

(100 pmol/cav.). Neste protocolo, os animais foram tratados previamente em 

diferentes intervalos de tempo (0,5-48 h) e a pleurisia pela carragenina foi 

induzida, sendo os parâmetros inflamatórios analisados 4 h após.

3.4.2 Efeitos de drogas antiinflamatórias sobre os níveis da mieioperoxidase 

e do nitrito/nitrato

A participação de mediadores derivados da via do ácido araquidônico, 

como também de citocinas do tipo IL-1, bradicinina e histamina, foi também 

analisada com auxílio de diferentes drogas que interferem na ação ou na síntese 

destes agentes. De acordo com protocolos descritos na literatura e de testes 

realizados previamente no laboratório de inflamação da Coordenadoria Especial 

de Farmacologia/UFSC, diferentes grupos de animais foram tratados previamente 

(30 min) com indometacina, meloxicam, nabumetona (inibidores da via da 

ciclooxigenase, 5 mg/kg, i.p., 5 mg/kg, v.o. e 50 mg/kg, v.o., respectivamente), 

dexametasona (inibidor da síntese de citocinas, da fosfolipase A2, da expressão 

da enzima NO-sintase e da COX-2, entre outros, 0,5 mg/kg, i.p.), diacereína 

(inibidor do número de receptores para a IL-1, 50 mg/kg, v.o.), HOE 140 e NPC
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17731 (antagonistas seletivos do receptor B2 da bradicinina, 1 pmol/cav.), 

terfenadina (antagonista seletivo do receptor H1 da histamina, 50 mg/kg, i.p ). A 

análise dos parâmetros estudados foi realizada 4 e 48 h após a indução da 

pleurisia pela carragenina (SALEH et al., 1996).

Em cada grupo de experimentos foram incluídos animais-controle, que 

receberam a injeção de solução salina estéril na cavidade pleural. Esses animais 

foram sacrificados nos mesmos intervalos de tempo adotados para os grupos que 

receberam o tratamento com as drogas citadas acima. Quando necessário, o 

grupo de animais-controle recebeu apenas injeção intrapleural do veículo utilizado 

para diluir as drogas testadas.

3.4.3 Análise farmacológica do efeito de antagonistas peptidicos e não- 

peptidicos do receptor B2 da bradicinina, no modelo da pleurisia induzida 

pela carragenina

Os animais foram inicialmente tratados (30 min) com antagonistas seletivos 

do receptor B2 da bradicinina, NPC 17731 e HOE 140. Neste grupo de 

experimentos, o NPC 17731 (0,01-10 pmol/cav.) ou o HOE 140 (0,001-10 

pmol/cav.) foram administrados e os parâmetros inflamatórios (migração celular e 

exsudação) analisados 4 h após a indução da pleurisia pela carragenina. Em 

outros grupos de experimentos, foi também avaliado o perfil temporal do efeito dos 

dois antagonistas estudados. Assim, foi escolhida uma dose de cada droga (NPC 

17731 e HOE 140, 1 pmol/cav.) e os animais foram tratados previamente em 

diferentes intervalos de tempo (30 min-48 h). Os parâmetros inflamatórios foram 

analisados 4 h após.
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Para confirmar os resultados anteriores, foi utilizado um novo antagonista 

não peptídico seletivo para o receptor B2 da bradicinina, 0 NPC 18884. Neste 

grupo de experimentos, diferentes grupos de animais foram tratados (30 min 

antes) com diferentes doses do NPC 18884, administrado pelas vias i.p. (1-300 

nmol/kg) e v.o. (100-1200 nmol/kg) e os índices inflamatórios (leucócitos e 

exsudação) foram analisados 4 h após a indução da pleurisia. O perfil temporal 

inibitório deste antagonista foi também avaliado, sendo, os animais, previamente 

tratados em diferentes intervalos de tempo (30 min-8 h).

A seletividade deste novo antagonista do receptor B2 da bradicinina (NPC 

18884) foi avaliada comparando-se seus efeitos nos modelos de pleurisia induzida 

por esta cinina, pela des-Arg9-BK, pela histamina e pela substância P.

No primeiro grupo de experimentos, a pleurisia foi induzida pela bradicinina 

(10 nmol/cav.) (SALEH et al., 1997). Diferentes grupos de animais foram tratados 

com NPC 18884 (10-100 nmol/kg, i.p.) ou (100-600 nmol/kg, v.o.), 30 min antes da 

bradicinina. Os parâmetros inflamatórios foram avaliados 4 h após. O perfil 

temporal inibitório (30 min a 4 h) desse antagonista, pelas vias i.p. ou oral, foi 

também analisado, neste modelo experimental.

Em outro grupo de experimentos, diferentes grupos de animais foram 

tratados com 0 NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p.) ou (600 nmol/kg, v.o.) 30 min antes 

da indução da pleurisia pela desArg9-BK. Os parâmetros inflamatórios foram 

analisados 1 e 4 h para avaliar a exsudação e a migração celular, respectivamente 

(VIANNA e CALIXTO, 1998).

Finalmente, o efeito do NPC 18884 foi avaliado na pleurisia induzida pela 

histamina (0,9 nmol/cav.) e pela substância P (20 nmol/cav.), respectivamente.



MATERIAIS E MÉTODOS 56

Nestes protocolos experimentais, os animais foram tratados previamente (30 min) 

com o NPC 18884 (1200 nmol/kg, v.o.) e os parâmetros inflamatórios foram 

analisados 1 e 4 h, respectivamente.

3.4.4 Análise da participação de citocinas (TNFa, IL-10, IL-6, IL-8, IL-10), no 

modelo da pleurisia induzida pela carragenina

Em experimentos preliminares (resultados não mostrados), foram testados 

diferentes intervalos de tempo, bem como diferentes doses de citocinas ou 

anticorpos-policlonais anti-citocinas para determinar, tanto a melhor dose, como o 

período adequado de tratamento prévio. Com base nesses protocolos iniciais, os 

períodos de tratamento prévio, tanto das citocinas como dos seus respectivos 

anticorpos-policlonais, foram estabelecidos, sendo tais drogas administradas 5 ou 

30 min, respectivamente, antes da carragenina (1%/cav.).

No dia dos experimentos, 0,1 ml de diferentes doses de uma das citocinas- 

recombinantes estudadas (TNFa murino: (0,001-50 ng/cav.), IL-ip murino (0,01-50 

ng/cav.), IL-8 humana (10-100 ng/cav.), IL-6 murino (5-100 ng/cav.), IL-10 

humana (5-40 ng/cav.) ou dos respectivos anticorpos-policlonais (anti-TNFa 

murino (0,001-100 ng/cav.), anti-IL-1 (3 murino (5-100 ng/cav.), anti-IL-8 humana 

(5-100 ng/cav.), anti-IL-6 murino (0,001-50 ng/cav.), foram administrados, por via 

intrapleural, 5 ou 30 min antes da indução da pleurisia induzida pela carragenina 

(1%). Os parâmetros inflamatórios (migração celular e exsudação) foram 

analisados 4 e 48 h após. A participação do receptor da IL-1 neste processo 

inflamatório foi também estudado. Para este fim, foi administrado, o antagonista
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natural do receptor da IL-1, o IL1-RA (0,1-100 (ig/cav., 30 min antes), e os 

mesmos parâmetros inflamatórios foram analisados 4 e 48 h após a indução da 

pleurisia pela carragenina.

Grupos de animais-controle receberam o mesmo volume (0,1 ml) da 

injeção intrapleura! de solução salina estéril e, quando necessário, do veículo 

utilizado para diluir as citocinas ou os respectivos anticorpos-policlonais testados.

3.4.5 Análise da participação do fator de transcrição nuclear NF-Kappa B, 

no modelo da pleurisia induzida pela carragenina

A-) Efeito de inibidores do fator de transcrição nuclear NF-kappa B (PDTC: 

pirrolidineditiocarbamato e sulfasalazina)

Neste grupo de experimentos, os animais foram tratados previamente (60 

min) com diferentes doses do PDTC (25-200 mg/kg, i.p.) ou da sulfasalazina (25- 

300 mg/kg, i.p.). Os parâmetros inflamatórios (exsudação e migração celular) 

foram analisados na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da resposta 

inflamatória induzida pela carragenina. Em outros experimentos, o perfil temporal 

inibitório (5-120 min) do PDTC (100 mg/kg, i.p.) ou da sulfasalazina (200 mg/kg,

i.p.), neste modelo experimental de inflamação, foi também analisado. Em cada 

grupo de experimentos, incluíram-se animais-controle, os quais foram tratados 

com o veículo utilizado para diluir os agentes inibitórios relatados.

Em relação à segunda fase (48 h) da resposta inflamatória induzida pela 

carragenina, diferentes grupos de animais foram tratados previamente (60 min) 

com PDTC (100 e 200 mg/kg, i.p.) ou sulfasalazina (200 e 300 mg/kg, i.p.). Os
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parâmetros inflamatórios (migração celular e exsudação) foram avaliados 48 h 

após a indução da pleurisia.

B-) Efeito da associação de doses subliminares de inibidores do fator de 

transcrição nuclear NF-kappa B (PDTC e sulfasalazina) com drogas 

antiinflamatórias

Os animais foram tratados previamente com uma associação de doses 

sublimiares de drogas antiinflamatórias (indometacina 0,5 mg/kg, i.p.; meloxicam 

0,5 mg/kg, v.o.; nabumetona 5 mg/kg, v.o.; diacereína 5 mg/kg, v.o.; 

dexametasona 0,05 mg/kg, i.p. e com PDTC (10 mg/kg, i.p.) ou sulfasalazina (10 

mg/kg, i.p.). Os tempos de tratamento prévio foram de 90 min e 60 min antes da 

carragenina para as drogas antiinflamatórias e para os inibidores do fator de 

transcrição nuclear NF-Kappa B, respectivamente. As doses escolhidas das 

drogas utilizadas, isoladamente, não apresentaram efeito inibitório sobre os 

parâmetros inflamatórios analisados (exsudação e migração celular), 4 h após.

3.4.6 Estudo dos antigenos leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25) no 

lavado pleural e no sangue total de animais com pleurisia

A expressão de antigenos leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) 

nos exsudatos e no sangue total foram estudados com auxílio de marcadores 

específicos ligados ao corante I.T.C.F. Nos experimentos de pleurisia, amostras 

do grupo-controle e tratados (Cg 4 e 48 h) foram preparadas segundo protocolo 

mencionado anteriormente. As amostras de sangue total foram coletadas por 

punção cardíaca, em tubo de vidro contendo solução de E.D.T.A.
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3.4.7 Estudo dos antígenos leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) 

em tecidos de animais com pieurisia

Após indução da pieurisia pela carragenina (1%) e de acordo com o 

protocolo experimental, os animais foram sacrificados com overdose de éter etílico 

e os pulmões e o baço foram removidos e preparados de acordo com a técnica 

descrita anteriormente (animais com pieurisia: 4 e 48 h após a administração do 

agente flogístico).

3.5 DROGAS

No estudo aqui relatado, utilizaram-se as seguintes drogas: bradicinina, 

carragenina lambda (grau IV), dexametasona, terfenadina, indometacina, L-NAME 

(ISP-nitro-l-arginina metilester), L-NOARG (N“ -nitro-L-arginina benzil éster), 

benzidina, etanol, o-dianizidina 2HCI (3,3’dimetioxibenzedina), azida sódica, 

Escheríchia coli (E.C. ATCC 25922), mieloperoxidase de neutrófilos humanos 

(MPO: 20 U/mg de proteína; 1 unidade de MPO é definida como a atividade da 

enzima capaz de oxidar 1 (j,mol de peróxido de hidrogênio (H2O2) por minuto à 

25°C, anticorpos de rato anti-camundongo ligado ao corante isotiocianato de 

fluoresceína (I.T.C.F.): anti-CD8, CD11a, CD18, CD25 e CD45, 

pirrolidinoditiocarbamato (PDTC), substância P (Sigma Chemical Co., E.U.A.); 

Ficoll-Hypaque 1077 (Inlab, Brasil); des-Arg9-bradicinina (Península, E.U.A); HOE 

140 (D-Arg-[Hyp3, Thi5, D-tic7, Oic8]-bradicinina (Hoescht, Alemanha); NPC 17731 

(D-Arg°[Hyp3, D-HypE(transpropil7)Oic8]-bradicinina, NPC 18884 (Seios Nova 

Pharmaceutical Corporation, E.U.A.); meloxicam (Boehringer Ingelheim, Brasil); 

diacereína (TRB Pharma, Brasil); nabumetona (Smithkline Beecham
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Pharmaceuticals, Brasil), sulfasalazina (APSEN, Brasil); ácido sulfanílico, fosfato 

de hidrogênio dissódico dodecahidratado, peróxido de hidrogênio (H2O2, 30%), 

dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamino, sulfato de zinco septahidratado, azul 

de Evans, ácido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.), solução tampão fosfato (PBS 

-  pH 7,6: NaCI 137 mM, KCI 2 mM e tampão fosfato 10 mM (Merck, Brasil); 

formamida, hidróxido de sódio (Reagen, Brasil); formato de amónio (Riedel-de- 

Hãen, Alemanha), TNFa murino, IL-10 murino, IL-6 murino, IL-8 humana, IL-10 

humana, IL1-IRA murino, e anticorpos-policlonais de cabra: anti-TNFa murino, 

anti-IL-1 p murino, anti-IL-6 murino, anti-IL-8 humana (R & Systems Inc, E.U.A.); 

solução- lisante para células marcadas com corante fluorescente (FACS: Optilize 

B (Cóulter, E.U.A.); solução salina (NaCI 0,9%), fosfato de sódio, corante Giemsa 

e May-Grunwald-Giemsa de diferentes fontes comerciais.

Soluções estoques de indometacina foram preparadas em solução de 

NaHC03 (5%), PDTC e sulfasalazina em etanol (5%) e as demais drogas em PBS. 

Todas as citocinas foram diluídas em solução PBS ou água destilada e 

armazenadas em frascos de Epperdorf à -70°C. As demais drogas foram 

previamente preparadas e mantidas em freezer (-20°C). No dia dos experimentos, 

quando necessário, as diluições das drogas foram realizadas em solução salina 

estéril (0,9%) ou PBS à temperatura ambiente.

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados dos parâmetros inflamatórios estudados (exsudação e 

migração celular) foram expressos através da média ± erro padrão da média
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(e.p.m.). Quando necessário, os valores da DI50 foram calculados em relação ao 

número total de células. Expressaram-se as últimas variáveis por suas médias 

geométricas acompanhadas pelos respectivos (95%) limites de confiança (LC). O 

índice (DI50) corresponde à dose necessária do antagonista para reduzir em 50% a 

mesma variável em relação aos controles (tratados apenas com o agonista).

Para padronização dos cálculos, nos experimentos com antagonistas, os 

valores individuais do número total de células foram subtraídos dos respectivos 

valores médios do grupo controle (animais tratados somente com salina).

Diferenças estatísticas entre migração celular e exsudação e entre grupos- 

controle foram determinadas utilizando-se os testes “t” de Student não-pareado. 

Quando necessário, 0 teste de ANOVA foi complementado pelo teste de Dunnett.

Para avaliação estatística dos valores do nitrito/nitrato e da 

mieloperoxidase, utilizaram-se os testes de Mann-Witney ou Kruskali-Wallis. Para 

analisar a correlação entre as variáveis (níveis de nitrito/nitrato ou da 

mieloperoxidase) e total e diferencial de células empregou-se o teste de 

Spearmann.

Para avaliação estatística dos valores percentuais dos antígenos 

leucocitários anti-moléculas de CD8a, CD11a, CD18, CD25, CD45, bem como a 

variação do extravasamento de azul de Evans, em diferentes órgãos, no modelo 

de pleurisia, utilizou-se ANOVA (testes paramétricos e não-paramétricos), 

quando necessário complementados com o teste de Dunnett (para análise 

paramétrica) ou Dunn (para análise não-paramétrica).

Para todas as análises, valores de P menores que 0,05 foram considerados 

significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Análise da resposta inflamatória local no modelo da pleurisia induzida 

pela carragenina, em camundongos

4.1.1 Evidências da participação da mieloperoxidase e do óxido nítrico 

A-) Análises quantitativa, imunohistoquimica e farmacológica

Nesta série de experimentos foi determinado o perfil temporal (1-100 h) das 

concentrações de mieloperoxidase e de nitrito/nitrato. Em animais-controle 

(tratados com solução salina), os níveis (mediana e amplitude) de mieloperoxidase 

e de nitrito/nitrato encontrados na cavidade pleural foram de 3,0 (2-3,4) mU/ml e 

de 2,5 (0-4,9) jaM, respectivamente (Figura 1).

Como mostrado na Figura 1 A, a carragenina (1%) administrada na 

cavidade pleural de camundongos promoveu aumento significativo no nível de 

mieloperoxidase, com picos em 4 h (mediana: 537,5; amplitude: 323,6-683,7 

mU/ml) e 6 h (mediana: 292,5; amplitude: 250,0-300,0 mU/ml) após a indução da 

pleurisia (P < 0,01). Ao contrário, nenhuma mudança significativa desse 

parâmetro foi observado na segunda fase (48 h) desta resposta inflamatória (P > 

0,05).

A Figura 2 mostra os esfregaços típicos de leucócitos colhidos das 

cavidades pleurais de animais tratados com salina (Figura 2A) e com carragenina 

(1%, 4 h) (Figura 2B) e que foram corados para a avaliação qualitativa da 

mieloperoxidase. A positividade para a mieloperoxidase é caracterizada pela 

coloração amarelo-ouro, de aspecto granuloso, no citoplasma celular (Figura 2B).
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Figura 1- Perfil temporal dos níveis da mieloperoxidase (A) e do nitrito/nitrato (B) determinados na 
cavidade pleural de animais tratados com carragenina (1%). C = animais tratados com 
salina estéril (0,9%). Os círculos e linhas cheias representam a mediana e as amplitudes 
dos níveis da mieloperoxidase (Ul/ml) e do nitrito/nitrato ((J.M) obtidos de 6-10 animais, e as 
linhas tracejadas, as respectivas amplitudes.
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Figura 2- Esfregaço típico de amostras de animais-controles (tratados com salina estéril) (A) e 
tratados com carragenina (1%, 4 h) (B) colhidas da cavidade pleural de camundongos. Os 
esfregaços foram corados de acordo com a técnica de Graham-Knoll modificada. A 
coloração amarelo-ouro é representativa de positividade para a mieloperoxidase.
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A administração intrapleural da carragenina causou também aumento nas 

concentrações (mediana e amplitude) de nitrito/nitrato, com picos em 4 h 

(mediana: 19; amplitude: 6,2-32 nM) e 48 h (mediana: 13,7; amplitude: 8,9-17,8 

|iM) (P <0,01) (Figura 1B).

Paralelamente, ao aumento nas concentrações de mieloperoxidase (4 h) e 

de nitrito/nitrato (4 e 48 h), constatou-se aumento tanto da migração celular (média 

± e.p.m.: 4 h: 5,6±0,2 x 106 e 48 h: 10,2±0,9 x 106) como da exsudação (média ± 

e.p.m.: 4 h: 7,5±0,2 mg/ml e 48 h: 10,4±0,7 mg/ml) (SALEH et al., 1996). Nesta 

série de experimentos, uma correlação positiva e significativa entre os níveis de 

neutrófilos e as concentrações de mieloperoxidase (r = 0,67; P < 0,01) foi 

observada. Nenhuma correlação foi constatada entre os níveis de nitrato, o 

número total de leüóócitos e a contagem diferencial celular (r = 0,1; P > 0,05).

A participação do óxido nítrico também foi avaliada indiretamente, 

utilizando-se agentes inibidores da síntese da óxido-nítrico sintase (L-NOARG: 1- 

100 pmol/cav.), na pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos (Figura 

3A). A L-NOARG, nas doses de 30 a 100 pmol, 30 min antes, promoveu inibição 

tanto da exsudação quanto da migração celular, enquanto doses de 1 a 10 

pmol/cav., apenas inibiram a exsudação (P < 0,01) . O perfil temporal (30 min a 

48 h) desse inibidor da síntese da enzima NO-sintase (100 pmol/cav.) é mostrado 

na Figura 3B. A L-NOARG administrada na dose de 100 pmol/cav. de 30 min a 

24 h inibiu a migração celular e a exsudação (P < 0,01), 4 h após a administração 

da carragenina. O tratamento prévio (48 h) com este agente., foi capaz de inibir 

somente a exsudação (P < 0,01) (Figura 3B).
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Figura 3- Efeito da L-NOARG, sobre a migração celular e a exsudação na primeira fase (4X h) da 
pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses da 
L-NOARG (1-100 pmol/cav.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg = respostas 
obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B -  Efeito da L-NOARG (100 
pmol/cav.), administrada de 30 min a 48 h antes da pleurisia, na mesma condição 
experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a migração de neutrófilos e 
de mononucleares. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados obtidos de 6-
10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as 
diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em relação 
aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se 
sobrepuseram ao desenho das colunas ou símbolos.
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B-) Efeitos de drogas antiinflamatórias sobre os níveis de nitrito/nitrato e da 

mieloperoxidase

Todas as drogas utilizadas (terfenadina, HOE 140, NPC 17731, diacereína, 

indometacina, meloxicam, nabumetona e dexametasona) foram efetivas em inibir 

significativamente a migração celular induzida pela carragenina 4 h após sua 

administração na cavidade pleural de camundongos (P < 0,01) (Tabela 4, Figuras

5 e 6). No entanto, apenas a diacereína foi capaz de normalizar a celularidade na 

cavidade pleural. Em relação à exsudação, todas as drogas utilizadas, com 

exceção da diacereína, também inibiram esse parâmetro (P < 0,05) (Tabela 1).

Nas mesmas condições experimentais, as concentrações da mieloperoxidase 

foram significativamente reduzidas, quando os animais foram tratados com os mesmos 

agentes (Figura 4A e B) (P < 0,01). Nesta série de experimentos, a diacereína, a 

nabumetona, a L-NOARG e a L-NAME também causaram inibição significativa nos 

níveis de nitrito/nitrato (P < 0,01) (Figura 4 C e D).

Em relação à segunda fase (48 h) da reação inflamatória induzida pela 

carragenina na cavidade pleural, drogas antiinflamatórias do tipo não-esteroidal 

(indometacina, meloxicam e nabumetona) ou antagonistas seletivos do receptor B2 

da bradicinina (HOE 140 e NPC 17731) não modificaram significativamente tanto a 

migração celular como a exsudação (Tabela 5). Na mesma condição 

experimental, a dexametasona e a diacereína, administradas 30 min antes do 

agente flogístico, inibiram significativamente a migração celular (P < 0,01), 

enquanto que a terfenadina reduziu apenas a exsudação (P < 0,05). É importante 

ressaltar que o grau de inibição causado por essas drogas nos parâmetros 

estudados foi menor quando comparados àqueles observados na primeira fase
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(4 h) da resposta inflamatória estudada (Tabelas 4 e 5, Figuras 5 e 6). Além disso, 

nenhuma das drogas utilizadas causou qualquer mudança nos níveis de 

nitrito/nitrato (resultados não mostrados).

Tabela 4- Efeito do tratamento prévio de animais com várias drogas na primeira 
fase (4 h) da reação inflamatória induzida pela carragenina (1%) na cavidade 
pleural de camundongos
Grupo Leucócitos Neutrófilos Mononucleares Exsudato3

(x 106) (x 106) (x 106) (lig/ml)
Salinad 1,3+0,2 0,1 ±0,1 1,2±0,2 0,02±0,1
Carrageninad 5,6±0,2 5,0±0,1 0,6±0,5 7,5±0,2
Terfenadinab 3,3±0,1* 1,4±0,6t 1,9±0,5 1,4±0,1*
(50 mg/kg)
lndometacinab 2,8±0,6* 1,0±0,3* 1,8±0,4 0,6±0,3i
(5 mg/kg)

Meloxicam0 2,6±0,2t 2,3±0,2t 0,3±0,2i 2,8±0,1i
(5 mg/kg)

Nabumetona0 2,0±0,3i 0,910,1* 1,1 ±0,4 4,0±0,2t
(50 mg/kg)

Diacereina0 1,2±0,2t 0,6±0,1i 0,6±0,1i 4,6±0,5
(50 mg/kg)

Dexamatasonab 2,3±0,4* 0,6±0,2i 1,7±0,3 0,3±0,4t
(0,5 mg/kg)
HOE 140d 1,5±0,1i 1,4±0,1* 0,1±0,1i 0,5±0,3t
(1 pmol)
NPC 17731d 3,1 ±0,2* 2,9±0,2i 0,2±0,2t 0,8±0,2t
(1 pmol)

Os parâmetros foram analisados 4 h após a administração da carragenina ou da salina estéril 
(0,9%) na cavidade pleural de camundongos, a -  Avaliado através da média do 
extravasamento de azul de Evans; b -  Administrado pela via i.p., 30 min antes; c -  
Administrado pela via oral, 30 min antes; d- Administrado pela via intrapleural, 30 min antes. Os 
valores representam a média ± e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). As diferenças estatísticas 
entre o grupo controle (animais tratados com carragenina) e os animais tratados (30 min antes) 
com as diferentes drogas e posteriormente com a carragenina foram determinadas através do 
teste de ANOVA, e complementados com teste de Dunnett e estão representadas pelos 
símbolos: t  P < 0,05 and $ P < 0 ,0 1 .
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Figura 4- Efeito de diferentes drogas sobre os níveis da mieloperoxidase (A e B) e do nitrito/nitrato (C e D) na 
primeira fase (4 h) da resposta inflamatória induzida pela carragenina (1%) na cavidade pleural de 
camundongos. Controle = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). Os 
símbolos indicam valores individuais, e as linhas horizontais, os valores da mediana (** P < 0,01).
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Tabela 5- Efeito do tratamento prévio de animais com várias drogas na segunda 
fase (48 h) da reação inflamatória induzida pela carragenina (1%) na cavidade 
pleural de camundongos
Grupo Leucócitos Neutrófilos Mononucleares Exsudato3

(x 106) (x 106) (x 106) (|ig/ml)
Salinad 1,3±0,2 0,2±0,3 1,1 ±0,7 0,02±0,1
Carrageninad 10,2±0,9 0,8±0,5 9,4±0,8 10,4±0,7
Terfenadinab 8,7±0,1 0,4±0,1i 8,3±0,7 7,0±0,7t
(50 mg/kg)

lndometacinab 9,5±0,03 2,3±0,5i 7,2±0,2 10,0±0,5
(5 mg/kg)
Meloxicam0 9,7±0,2 0,3±0,2 9,4±0,3 9,0±0,5
(5 mg/kg)
Nabumetona0 8,5±1,0 4,3±0,5i 4,2±0,9 13,8±1,0
(50 mg/kg)
Diacereina0 5,6±0,9i 3,6±0,2* 3,0±0,5i 8,1±1,2
(50 mg/kg)
Dexamatasonab 4,310,2* 0,1±0,1 4,2±0,3t 9,6±0,6
(0,5 mg/kg)
HOE 140d 8,5±0,05 0,5±0,1* 8,0±0,8 9,0±0,1
(1 pmol)
NPC 17731d 8,3±0,8 0,4±0,2t 7,9±0,5 9,2±0,7
(1 pmol)

Os parâmetros foram analisados 48 h após a administração da carragenina ou da salina estéril 
(0,9%) na cavidade pleural de camundongos, a -  Avaliado através da média do extravasamento 
de azul de Evans; b -  Administrado pela via i.p., 30 min antes; c -  Administrado pela via oral, 30 
min antes; d- Administrado pela via intrapleural, 30 min antes. Os valores representam a média ± 
e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). As diferenças estatísticas entre o grupo controle (animais 
tratados com carragenina) e os animais tratados (30 min antes) com as diferentes drogas e 
posteriormente com a carragenina foram determinadas através do teste de ANOVA, 
complementados com teste de Dunnett e representadas pelos símbolos: f  P < 0,05 and t  P < 
0 ,01.
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4.1.2 Evidências da participação do receptor B2 da bradicinina

As Figuras 5 e 6 mostram o efeito de antagonistas seletivos do receptor B2 

da bradicinina (NPC 17731 e HOE 140) na pleurisia induzida pela carragenina 1% 

(4 h). O NPC 17731, nas doses de 1 a 10 pmol/cav., 30 min antes, promoveu 

inibição significativa tanto da migração celular como da exsudação (P < 0,01) 

(Figura 5A). O valor médio da DI50 foi de 0,7 (95% LC = 0,18-2,17) pmol/cav. Este 

antagonista (1 pmol/cav.), administrado 4 a 48 h antes, inibiu todos os 

parâmetros inflamatórios estudados (migração celular e exsudação) (Figura 5B). 

Já a administração do NPC 17731 (1 pmol/cav., 30 min antes), só foi efetivo em 

inibir a exsudação (P < 0,01) (Figura 5B).

O outro antagonista seletivo do receptor B2 para a bradicinina, o HOE 140 

(0,003-10 pmol/cav., 30 min antes), também foi efetivo em inibir tanto a migração 

celular como a exsudação (P < 0,01) (Figura 6A). O valor médio da DI50 foi de: 

0,002 (95% limite de confiança (LC) = 0,0011-4,8) pmol/cav. O efeito inibitório 

desse antagonista foi prolongado, uma vez que, na dose de 1 pmol/cav., (30 min a 

24 h antes), os parâmetros estudados foram inibidos (P < 0,01) (Figura 6B).

A participação do receptor B2 da bradicinina, neste modelo experimental, foi 

também avaliada com o emprego de um novo antagonista não-peptídico do 

receptor B2 da bradicinina, o NPC 18884, administrado pelas vias oral e 

intráperitoneal. Os efeitos do NPC 18884 (1-300 nmol/kg, i.p.), na primeira fase 

da reação inflamatória (4 h) induzida pela carragenina são mostrados nà Figura 7.
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antes da pleurisia, na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga 
sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada coluna e símbolo representam a média dos 
resultados obtidos de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das 
colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em 
relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m se 
sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Doses desse antagonista entre 100 e 300 nmol/kg, i.p., inibiram, de forma 

significativa, a migração celular, às custas de neutrófilos (P < 0,01). O efeito 

inibitório foi dose-dependente, com valor médio da DI50 de 132 (95% LC = 63-278) 

nmol/kg. Além disso, o NPC 18884 (10-300 nmõl/kg, i.p.), causou também redução 

significativa da exsudação (P < 0,01) (Figura 7A). Quando os animais foram 

tratados previamente (30 min a 4 h) com o NPC 18884 (300 nmol/kg, i.p.), 

observou-se efeito inibitório significativo da exsudação, 4 h após a adminstração 

da carragenina (P < 0,01) (Figura 7B). Destaca-se também que o número total de 

células foi significativamente reduzido quando os animais foram tratados 30 min 

antes da indução da pleurisia (P < 0,01) (Figura 7B).

Administrado por via oral, 0 NPC 18884 (600-1200 nmol/kg, 30 min antes) 

inibiu tanto a migração celular como a exsudação (P < 0,01) (Figura 8A). O valor 

médio da DI50 para esse antagonista foi de 295 (95% LC = 117-730) nmol/kg. A 

dose de 300 nmol/kg, administrada pela via oral foi efetiva em inibir apenas a 

exsudação (P < 0,01). O NPC 18884 (1200 nmol/kg, v.o., 30 min-4 h antes da 

carragenina) causou redução significativa da exsudação (P < 0,01) (Figura 8B). Na 

mesma condição, a migração celular foi reduzida somente nos animais tratados 

previamente (30 min) com a mesma dose desse antagonista (P < 0,01) (Figura 

8B).

A seletividade do NPC 18884 para o receptor B2 da bradicinina foi também 

avaliada na pleurisia induzida por esta cinina (SALEH et al., 1997), pela desArg9- 

BK (VIANNA e CALIXTO, 1998), pela histamina e pela substância P (SALEH et al., 

1999).
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Figura 7- Efeito do NPC 18884 sobre a migração celular e a exsudação na primeira fase (4 h) da 
pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses 
do NPC 18884 (1-300 nmol/kg, i.p.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg = 
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B- Efeito do NPC 
18884 (300 nmol/kg, i.p.), administrado de 30 min a 8 h antes da pleurisia, na mesma 
condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a migração de 
neutrófilos e de mononucleares. Cada coluna e símbolo representam a média dos 
resultados obtidos de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora 
das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a 
exsudação (#), em relação aos respectivos controles (Cg). Em alguns experimentos, os 
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 8- Efeito do NPC 18884 sobre a migração celular e a exsudação na primeira fase (4 h) da 
pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do 
NPC 18884 (100-1200 nmol/kg, v.o.), administradas 30 min antes da carragenina. Cg = 
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%, 4 h). B- Efeito do NPC 
18884 (1200 nmol/kg, v.o.), administrado de 30 min a 8 h antes da pleurisia, na mesma 
condição experimental. As inserções mostram os efeitos da droga sobre a migração de 
neutrófilos e de mononucleares. Cada coluna e símbolo representam a média dos 
resultados obtidos de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora 
das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a 
exsudação (#), em relação aos respectivos controles (Cg). Em alguns experimentos, os 
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Na pleurisia induzida pela bradicinina (10 nmol/cav.), o NPC 18884 (30 e 

100 nmol/kg, 30 min antes, i.p.), causou redução significativa da exsudação 

(controle BK: 10 nmol/cav. : 0,64± 0,07 jxg/ml, NPC 18884: 30 nmol/kg: 0,30±0,7 

(j.g/ml e 100 mg/kg: 0,37±0,5 |j.g/ml) (P < 0,01). O perfil temporal inibitório (30 min 

a 4 h) deste antagonista foi também avaliado, sendo que a dose de 100 nmol/kg, 

i.p., (30 min e 2 h) inibiu de forma significativa a exsudação (42±1 e 30±1%, 

respectivamente) (resultados não mostrados). Em relação à migração celular, o 

NPC 18884 (30-100 nmol/kg, i.p., 30 min antes) também causou inibição 

significativa deste parâmetro (P < 0,01) (Figura 9A). Neste experimento, o valor 

médio estimado da DI50 para esse antagonista foi de 63 (3-115) nmol/kg. Além 

disso, neste modelo experimental, o NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p.) causou efeito 

inibitório da migração celular quando foi administrado nos intervalos de 30 min a 

2 h antes da bradicinina (Figura 9B).

Por via oral, o NPC 18884 (300 e 600 nmol/kg, v.o., 30 min antes.) inibiu a 

exudação induzida pela bradicinina (% de inibição: 38±0,9 e 47±0,5%, 

respectivamente; n = 6 a 10 animais por grupo) (P < 0,01). Este mesmo 

antagonista (600 nmol/kg,), administrado (30 min a 2 h antes) causou também 

redução significativa da exsudação (% de inibição: 47±0,4 e 35 ±0,8%, 

respectivamente) (P < 0,01). Em relação à migração celular, o NPC 18884 (300- 

600 nmol/kg, 30 min antes) causou inibição significativa deste parâmetro (Figura 

10A). Neste protocolo experimental, 0 valor médio da DI50 para este antagonista 

foi de: 141 (95% LC = 26-760) nmol/kg). Além disso, o NPC 18884 (600 nmol/kg,
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30 min a 2 h antes) foi efetivo em inibir o influxo de leucócitos induzido pela 

bradicinina (10 nmol/cav., 4 h) (Figura 10B).
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Figüra 9- Efeito do NPC 18884 sobre a migração celular na pleurisia induzida pela bradicinina (10 
nmol/cav.) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do NPC 18884 (10-100 nmol/kg, 
i.p.), administradas 30 min antes da bradicinina. BK = respostas obtidas de animais tratados 
com bradicinina (BK 10 nmol/kg 4 h). B- Efeito do NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p.), 
administrado de 30 min a 4 h antes da pleurisia, na mesma condição experimental. As 
inserções mostram os efeitos da droga sobre a migração de neutrófilos e de 
mononucleares. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados obtidos de 6- 
10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos indicam as diferenças estatísticas (P < 
0,05) entre o total de células, em relação aos respectivos controles (BK).
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Figura 10- Efeito do NPC 18884 sobre a migração celular na pleurisia induzida pela bradicinina (10 
nmol/kg.) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do NPC 18884 (100-600 
nmol/kg, v.o.), administradas 30 min antes da bradicinina. BK = respostas obtidas de 
animais tratados com bradicinina (BK 10 nmol/cav. 4 h). B- Efeito do NPC 18884 (300 
nmol/kg, v.o.), administrado de 30 min a 4 h antes da pleurisia, na mesma condição 
experimental. As inserções mostram os efeitos da droga sobre a migração de neutrófilos e 
de mononucleares. Cada coluna e símbolo representam a média dos resultados obtidos 
de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos indicam as diferenças 
estatísticas (P < 0,05) entre o total de células, em relação aos respectivos controles (BK).
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A seletividade do antagonista não-peptídico para o receptor B2 da BK foi 

também avaliado. O NPC 18884 (100 nmol/kg, i.p. ou 600 nmol/kg, v.o.) 

administrado 30 min antes do agente flogístico não foi efetivo em inibir a 

migração celular e a exsudação no modelo da pleurisia induzida pela des-Arg9-BK 

(30 nmol/cav., 1 e 4 h). Além disso, O NPC 18884 (1200 nmol/kg, v.o., 30 min 

antes) também não foi eficaz em inibir a resposta inflamatória induzida pela 

histamina (0,9 nmol/cav., 4 h) e pela substância P (20 nmol/cav., 4 h), em 

camundongos (resultados não mostrados).

4.1.3 Evidências da participação de citocinas (TNFa, iL-1p, IL-6, iL-8, IL-10) 

em ambas as fases (4 e 48 h) da resposta inflamatória induzida pela 

carragenina

A Figura 11 mostra o efeito do TNFa na primeira (4 h) e na segunda (48 h) 

fases da resposta inflamatória induzida pela carragenina (1%), em camundongos. 

Doses variando entre 0,001 a 5 ng/cav. de TNFa, 5 min antes da carragenina, 

causaram aumento significativo da exsudação 4 h após a indução da pleurisia (P

< 0,01) (Figura 11 A). Nas mesmas condições experimentais, esta citocina causou 

diminuição do número de leucócitos, principalmente às custas de neutrófilos na 

primeira fase (4 h) da pleurisia induzida pela carragenina (P < 0,01) (Figura 11A e 

Figura 11A insert). Em relação à segunda fase (48 h) dessa resposta inflamatória, 

o TNFa (50 ng/cav., 5 min antes do agente irritante) causou aumento significativo 

tanto da migração celular, às custas de polimorfonucleares, como da exsudação 

(P < 0,01) (Figura 11B e Figura 11B insert). Além disso, doses entre 0,01 a 5
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ng/cav. do TNFa causaram aumento somente da exsudação (P < 0,01) (Figura 

11B).
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Figura 11- Efeito do TNFa sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da 
pleurisia induzida pela carragenina (1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do TNFa 
(0,001-5 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg = 
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (Cg 1%). B- Efeito de diferentes doses do 
TNFa (0,01-50 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na 
mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a migração de 
neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras 
verticais, 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) 
entre 0 total de células (**) e a exsudação (#), em relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Os efeitos da injeção intrapleural do anticorpo anti-TNFa, tanto na primeira 

(4 h) quanto na segunda (48 h) fases da resposta inflamatória são mostrados na 

Figura 12. O anticorpo anti-TNFa (5-50 ng/cav., 30 min antes do irritante) 

produziu diminuição significativa da migração celular e da exsudação causada 

pela carragenina, deforma independente da dose (P < 0,01) (Figura 12A). A 

resposta inflamatória tardia (48 h) induzida pela carragenina não foi inibida pelo 

anticorpo anti-TNFa (5-100 ng/cav., 30 min antes) (Figura 12B).

Os resultados da Figura 13A mostram que a injeção intrapleural de IL-1J3 (5- 

50 ng/cav., 5 min antes), causou aumento significativo da exsudação 4 h após a 

injeção da carragenina (P < 0,01), enquanto que a migração celular foi 

significativamente reduzida (P < 0,05) (Figura 13A, insert). Em relação a segunda 

fase (48 h) da resposta inflamatória, a IL-1p (0,05 ng/cav., 5 min antes), causou 

aumento significativo de ambos os parâmetros inflamatórios (P < 0,01) (Figura 

13B, insert). A mesma citocina, na dose de 0,01 ng/cav., causou somente 

aumento significativo da exsudação associado com diminuição da migração 

celular (P < 0,01) (Figura 13A). O anticorpo policlonal anti-IL-1 p (5-100 ng/cav., 30 

min antes) causou somente diminuição da migração celular na primeira fase (4 h) 

da pleurisia induzida pela carragenina (P < 0,05) (Figura 14A). A exsudação foi 

inibida apenas com a dose de 100 ng/cav. deste agente (P < 0,01). Por outro lado, 

o anticorpo anti-IL-1(3 (5-50 ng/cav., 30 min antes) aumentou tanto a migração 

celular como a exsudação da resposta inflamatória tardia (48 h) induzida pela 

carragenina (P < 0,05) (Figura 14B). Já a dose de 100 ng/cav. desse anticorpo,
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nestas condições, promoveu aumento somente da exsudação (P < 0,01) (Figura 

14B).
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Figura 12- Efeito do anti-TNFa sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) 
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes 
doses do anti-TNFa (0,001-50 ng/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela 
carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de 
diferentes doses do anti-TNFa (5-50 ng/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela 
carragenina, 48 h, na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga 
sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 
animais, e as baixas verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças 
estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em relação aos respectivos 
Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das 
colunas.
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Figura 13- Efeito da IL-ip sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases 
da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses 
da IL-1 p (0,5-50 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. 
Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes 
doses da IL-1 (3 (0,01-0,05 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela 
carragenina, 48 h, na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta 
droga sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 
6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as 
diferenças estatísticas (P < 0,05; P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em 
relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se 
sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 14- Efeito do anti-IL-1 p sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e 
segunda (48 h) fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em 
camundongos. A- Efeito de diferentes doses da anti-IL-1 p (5-100 ng/cav.), 
administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg = 
respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes 
doses do anti-IL-1 p (5-100 ng/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia induzida 
pela carragenina, 48 h, na mesma condição experimental. As inserções mostram os 
efeitos desta droga sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo 
representa a média de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e 
fora das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,05; P < 0,01) entre o total de 
células (**) e a exsudação (#), em relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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O tratamento dos animais com antagonista natural do receptor da IL-1 (IL1- 

RA: 5-10 |ig/cav., 30 min antes) suprimiu a migração de neutrófilos bem como a 

exsudação (P < 0,01) da primeira fase (4 h) da resposta inflamatória (Figura 15A). 

O IL1-RA (75-100 ng/cav., 30 min antes) ainda foi efetivo, agindo de forma 

antiinflamatória na segunda fase (48 h) da resposta inflamatória induzida pela 

carragenina. É importante ressaltar que a dose de 50 ng/cav. desse antagonista 

causou apenas aumento da exsudação (P < 0,01) (Figura 15B).

Para avaliar a participação de quemocinas neste modelo experimental, 

alíquotas do lavado pleural foram obtidos de animais tratados previamente com 

IL-8 (25-100 ng/cav., 5 min antes). Nestas condições, observou-se aumento tanto 

da migração celular como da exsudação, na primeira fase (4 h) de forma dose- 

dependente (P < 0,01) (Figura 16A). Em relação à segunda fase (48 h) da 

resposta inflamatória, a IL-8 (100 ng/cav., 30 min antes) promoveu aumento da 

exsudação (P < 0,01) (Figura 16B), enquanto doses de 10 a 50 ng/cav. não 

modificaram a resposta inflamatória induzida pela carragenina.

Nas mesmas condições experimentais, o anticorpo anti-IL-8 (5-100 ng/cav, 

30 min antes) inibiu o processo inflamatório da primeira fase (4 h) (P < 0,01) 

(Figura 17A, insert). O valor médio da DI50 foi de 53,5 (95% LC = 37,9-69,8) 

ng/cav. Os parâmetros estudados 48 h após a indução da pleurisia, não foram 

modificados com o tratamento prévio (30 min) dos animais com anticorpo anti-IL-8 

(Figura 17B).
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Figura 15- Efeito do IL1-RA sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) 
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de 
diferentes doses do IL1-RA (0,1-10 mg/cav.), administradas 30 min antes da pleurisia 
induzida pela carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com 
carragenina (1%). B- Efeito de diferentes doses do IL1-RA (50-100 ng/cav.), administradas 
30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma condição 
experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a migração de neutrófilos 
e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras 
verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas 
(P < 0,05; P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em relação aos 
respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram 
ao desenho das colunas.
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Figura 16- Efeito da IL-8 sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases 
da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes 
doses da IL-8 (25-100 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela 
carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito 
de diferentes doses da IL-8 (10-100 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida 
pela carragenina, 48 h, na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos 
desta droga sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a 
média de 6-10 animais, e as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas 
indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em 
relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se 
sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 17- Efeito do anti-IL-8 sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda 
(48 h) fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- 
Efeito de diferentes doses da anti-IL-8 (5-100 ng/cav.), administradas 30 min antes da 
pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados 
com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes doses da anti-IL-8 (50-100 ng/cav.), 
administradas 30 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma 
condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a migração 
de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e 
as barras verticais, o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as 
diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em 
relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. 
se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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A IL-6 (50 ng/cav., 5 min antes) promoveu diminuição significativa tanto da 

migração celular, quanto da exsudação (4 h) (P < 0,01) (Figura 18A). Doses de 5 

a 10 ng/cav., 5 min antes, foram efetivas em inibir apenas a migração celular (P < 

0,01). Em relação à segunda fase (48 h), a IL-6 (5-100 ng/cav., 5 min antes), inibiu 

de maneira significativa tanto a migração celular, quanto à exsudação (P < 0,01) 

(Figura 18B).

Por sua vez, o anticorpo anti-IL-6 (0,001-50 ng/cav., 30 min antes), 

aumentou a exsudação da primeira fase (4 h) da resposta inflamatória induzida 

pela carragenina (P < 0,01) (Figura 19A). Estas mesmas doses utilizadas 

promoveram também diminuição da celularidade (P < 0,01) Figura 19, insert). 

Doses de 50 ng/cav., 30 min antes, promoveram aumento tanto da exsudação 

quanto da migração celular na segunda fase (48 h) da pleurisia (P < 0,01) (Figura 

19B), enquanto que neste período de tempo, esta citocina na dose de 5 ng/cav., 

apenas aumentou a exsudação (Figura 19B).

A IL-10 (5-40 ng/cav., 5 min antes), promoveu diminuição dos parâmetros 

inflamatórios analisados (P < 0,01) (Figura 20A, insert). Em relação à resposta 

inflamatória induzida pela carragenina (48 h), verificamos que esta citocina (40 

ng/cav.) não alterou nem a exsudação nem a migração celular (Figura 20B, insert).

É importante ressaltar que as diferentes doses das citocinas-recombinantes 

ou dos anticorpos-policlonais utilizados, foram administrados isoladamente em 

diferentes grupos de animais e os resultados mostraram que tanto o uso isolado 

das citocinas como dos anticorpos estudados não induziram resposta inflamatória 

na cavidade pleural dos camundongos.
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Figura 18- Efeito da IL-6 sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) 

fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%), em camundongos. A- Efeito de 
diferentes doses da IL-6 (5-50 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida 
pela carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). 
B- Efeito de diferentes doses da IL-6 (5-100 ng/cav.), administradas 5 min antes da 
pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma condição experimental. As inserções 
mostram os efeitos desta droga sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. 
Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos 
dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de 
células (**) e a exsudação (#), em relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns 
experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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gura 19- Efeito do anti-IL-6 sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da 
pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%), em camundongos. A- Efeito de diferentes doses da anti- 
IL-6 (0,001-50 ng/cav.), administrado 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 4 h. Cg = 
respostas obtidos de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito de diferentes doses da anti-IL-6 
(5-50ng/cav.) administradas, 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, na mesma 
condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a migração de neutrófilos e 
de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as barras verticais o e.p.m. 
Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 0,01) entre o total de 
células (**) e a exsudação (#), em relação aos respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os 
valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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Figura 20 -Efeito da IL-10 sobre a migração celular e a exsudação na primeira (4 h) e segunda (48 h) 
fases da pleurisia induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes 
doses da IL-10 (5-40 ng/cav.), administradas 5 min antes da pleurisia induzida pela 
carragenina, 4 h. Cg = respostas obtidas de animais tratados com carragenina (1%). B- Efeito 
da IL-10 (40 ng/cav.), administrada 5 min antes da pleurisia induzida pela carragenina, 48 h, 
na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a 
migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, 
e as barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças 
estatísticas (P < 0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em relação aos 
respectivos Controles (Cg). Em alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao 
desenho das colunas.
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4.1.4 Evidências da participação do fator de transcrição nuclear NF-Kappa B 

A-) Análise do efeito de inibidores do fator de transcrição nuclear NF-Kappa B 

(PDTC e sulfasalazina),

A Figura 21 mostra o efeito do PDTC na primeira fase (4 h) da pleurisia 

induzida pela carragenina, em camundongos.

O PDTC (100-200 mg/kg., i.p., 60 min antes) causou inibição significativa 

tanto da exsudação, quanto da migração celular causada pela carragenina (P < 

0,01) (Figura 21 A). O valor médio da DI50 foi de 76 (95% LC = 4-162) mg/kg. O 

perfil inibitório temporal (5-120 min) do PDTC (100 mg/kg, i.p.), mostrou que este 

agente foi efetivo em inibir os parâmetros inflamatórios apenas quando 

administrado 60 e 120 min antes do agente flogístico (P < 0,01) (Figura 21B, 

insert). Em relação à segunda fase (48 h) da resposta inflamatória, o PDTC (100- 

200 mg/kg, i.p., 60 min antes não inibiu os parâmetros inflamatórios estudados 

(resultados não apresentados).

O efeito de outro inibidor do fator de transcrição nuclear NF-kB - 

sulfasalazina - foi também avaliado neste modelo experimental. A sulfasalazina 

(50-300 mg/kg, 60 min antes, i.p.), inibiu os parâmetros inflamatórios (migração 

celular e exsudação 4 h após a indução da pleurisia (P < 0,01) (Figura 22A). O 

valor médio da DI50 foi de 100 (95% LC = 79-135) mg/kg. Análise do perfil 

inibitório temporal (5-120 min) antes da pleurisia foi também avaliado, mostrando 

que este agente (200 mg/kg, i.p.,) inibiu a migração celular e a exsudação quando 

administrada de 30 a 120 min, antes da carragenina (P < 0,01) (Figura 22B). Em 

relação à segunda fase (48 h) da resposta à carragenina, a sulfasalazina (200-
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300 mg/kg, i.p., 60 min antes), não foi capaz de inibir nem a migração celular nem 

a exsudação (resultados não apresentados).
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Figura 21- Efeito do PDTC sobre a migração celular e a exsudação na primeira fase (4 h) da pleurisia induzida 
pela carragenina em camundongos. A- Efeito de diferentes doses do PDTC (25-200 mg/kg, i.p.), 
administradas 60 min antes da pleurisia. Cg = respostas obtidas de animais tratados com 
carragenina (Cg 1%). B- Efeito do PDTC (100 mg/kg, i.p.), administrado de 5 a 120 min antes da 
pleurisia na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos desta droga sobre a 
migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, e as 
barras verticais o e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas (P < 
0,01) entre o total de células (**) e a exsudação (#), em relação aos respectivos Controles (Cg). Em 
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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igura 22- Efeito da sulfasalazina sobre a migração celular e a exsudação na primeira fase (4 h) da pleurisia 
induzida pela carragenina (Cg 1%) em camundongos. A- Efeito de diferentes doses da sulfasalazina 
(25-300 mg/kg, i.p.), administradas 60 min antes da pleurisia. Cg = respostas obtidas de animais 
tratados com carragenina (1%). B- Efeito da sulfasalazina (200 mg/kg, i.p.), administrada de 5 a 120 
min antes da pleurisia na mesma condição experimental. As inserções mostram os efeitos da droga 
sobre a migração de neutrófilos e de mononucleares. Cada grupo representa a média de 6-10 animais, 
e as barras verticais 0 e.p.m. Asteriscos dentro e fora das colunas indicam as diferenças estatísticas (P
< 0,01) entre 0 total de células (**) e a exsudação(#), em relação aos respectivos Controles (Cg). Em 
alguns experimentos, os valores do e.p.m. se sobrepuseram ao desenho das colunas.
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B-) Efeito da associação de doses subliminares de inibidores do fator de 

transcrição nuclear NF-Kappa B (PDTC e sulfasalazina) com drogas 

antiinflamatórias

A associação de doses subliminares de drogas antiinflamatórias: 

indometacina (0,5 mg/kg, i.p., 30 min antes); meloxicam (0,5 mg/kg, v.o, 30 min); 

nabumetona (5 mg/kg, v.o., 30 min); diacereína (5 mg/kg, v.o., 30 min antes); 

dexametasona (0,05 mg/kg, i.p, 30 min antes) e do PDTC ou da sulfasalazina (10 

mg/cav., i.p., 60 min antes) promoveram inibição significativa tanto da exsudação 

quanto da migração celular avaliados 4 h após a indução da pleurisia pela 

carragenina (P < 0,01) (Tabelas 6 e 7).

4.1.5 Análise dos antigenos leucocitârios (CD8, CD11a, CD18, CD25) na

resposta inflamatória local

• Na cavidade pleural de animais com pleurisia induzida pela carragenina

Nestas condições experimentais, observou-se aumento significativo de 

células CD18 positivas, nas duas fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela 

carragenina (4 h: 75±5%) (48 h: 72+3%) em relação ao grupo-controle (54±5%) (P

< 0,05). Nos intervalos de tempo analisados, as concentrações dos antigenos 

leucocitârios (CD8a, CD11a, CD25 e CD45) não diferiram do grupo controle 

(Figura 23A, e 24).
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Tabela 6- Efeito da associação de doses subliminares do inibidor do fator de 

transcrição nuclear NF-Kappa B (PDTC) e de drogas antiinflamatórias, no modelo

da pleurisia induzida pela carragenina (1%), em camundongos (4 h)

Grupo Dose
(mg/kg)

Leucócitos 
(x 106)

Neutrófilos 
(x 106)

Mononucleares 
(x 106)

Exsudato3
(ng/ml)

Salinad - 1,3±0,2 1,1 ±0,7 0,2+0,2 0,02+0,1

PDTCb 10 1,3±0,5 0,7±0,2 0,6±0,2 0,0

Carrageninad - 5,6±0,2 5,0±0,1 0,6±0,8 7,5±0,2

lndometacinab 0,5 6,5±1,0 6,0±0,5 0,5±1,0 7,0±1,2

Meloxicam0 0,5 5,0±1,0 4,0±0,8 1,0+1,3 8,2±0,8

Nabumetona0 5 4,8±1,0 4,0±1,2 0,8±0,9 8,5±0,8

Diacereina0 5 4,5+0,9 3,5±0,9 1,0±0,8 7,8±1,3

Dexametasonab 0,05 4,0±1,2 3,0±0,3 1,0+0,9 7,5±0,5

lndometacinab+P
DTCd

0,5 + 
10

3,5±1,0* 2,3±0,8* 1,2±1,0* 5,0±1,0*

Meloxicam°+
PDTCd

0,5 + 
10

3,0+1,0* 2,0±1,0* 1,0+1,0 5,0±1,2*

Nabumetonac+ 5+10 3,0±1,0± 2,5±0,3± 1,5±0,8* 4,5±0,7*
PDTC

Diacereína°+ 5+ 10 2,5±0,8± 2,0+0,5* 0,5±0,8 3,0+1,2*
PDTC

Dexametasona + 
PDTCd

0,05 + 
10

0,9±0,8* 0,410,1* 0,5±0,2 0,25±0,8*

Os parâmetros foram analisados 4 h após a administração da carragenina ou solução salina, a- 
Avaliado através da média do extravasamento de azul de Evans; b- Administrado pela via 
intraperitoneal, 30 min antes; c- adminstrado pela via oral, 30 min antes; d- Administrado pela via 
intrapleural, 30 min antes, Os valores representam a média ± e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). As 
diferenças estatísticas foram determinadas através do teste de ANOVA, complementados com teste 
de Dunnett e estão representadas pelo símbolo: t  P < 0,01.
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Tabela 7- Efeito da associação de doses subliminares do inibidor do fator de 

transcrição nuclear NF-Kappa B (sulfasalazina) e de drogas antiinflamatórias, no

modelo da pleurisia induzida pela carragenina (1%) ,em camundongos (4 h)

Grupo Dose
(mg/kg)

Leucócitos 
(x 106)

Neutrófilos 
(x 106)

Mononucleares 
(x 106)

Exsudato3
(|ig/ml)

Salinad 1,3±0,2 1,1 ±0,7 0,2±0,2 0,02±0,1

Sulfasalazina 10 1,5+0,5 1,0+0,2 0,5 ±0,2 0,0

Carrageninad 5,6+0,2 5,0±0,1 0,6±0,8 7,5±0,2

lndometacinab 0,5 6,5±1,0 6,0±0,5 0,5±1,0 7,0±1,2

Meloxicam0 0,5 5,0±1,0 4,0+0,8 1,0±1,3 8,2±0,8

Nabumetona0 5 4,8+1,0 4,0+1,2 0,8±0,9 8,5±0,8

Diacereina0 5 4,5±0,9 3,5±0,9 1,0±0,8 7,8+1,3

Dexametasonad 0,05 4,0+1,2 3,0±0,3 1,0+0,9 7,5±0,5

lndometacinab+
sulfasalazinad

0,5 + 
10

4,0+1,3* 3,0±0,8í 1,0±1,0* 5,0±1,0Í

Meloxicamc+
Sulfasalazinad

0,5 + 
10

3,8±1,4* 2,0+1,0 1,8±1,0 4,0±1,2í

Nabumetonac+ 5+10 4,2±1,5± 3,0+0,3 1,2±0,8± 4,2±0,7±
Sulfasalazina
Diacereínac+ 5+ 10 3,5±1,3± 2,0±0,5 1,5±0,8 3,0±1,2±

Sulfasalazina
Dexametasona
+sulfasalazinad

0,05 + 
10

1,4±0,7t 0,6±0,1í 0,8±0,2 1,0±0,8í

Os parâmetros foram analisados 4 h após a administração da carragenina ou solução salina, a- 
Avaliado através da média do extravasamento de azul de Evans; b- Administrado pela via 
intraperitoneal, 30 min antes; c- adminstrado pela via oral, 30 min antes; d- Administrado pela via 
intrapleural, 30 min antes, Os valores representam a média ± e.p.m. (n = 6-10 animais por grupo). 
As diferenças estatísticas foram determinadas através do teste de ANOVA, complementados com 
teste de Dunnett e estão representadas pelo símbolo: t  P < 0 ,0 1 .
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4.1.6 Análise da resposta inflamatória sistêmica no modelo experimental da 

pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos

• Análise da permeabilidade vascular em animais com pleurisia

Nas duas fases da resposta inflamatória induzida pela carragenina, não foi 

observado alterações significativas nos níveis (mediana e amplitude) de azul de 

Evans nos órgãos estudados, 4 e 48 h: baço: 36,5; 30-71 e 43,4; 16,6-33,4 |j.g/g 

de tecido úmido; pulmão: 48,4; 50,3-164,5 e 48,1; 21,5-49,2 |^g/g de tecido 

úmido, respectivamente) em comparação ao grupo-controle baço: 42; 20-59,3; 

pulmão: 39,3; 21,5-65,8 |ig/g de tecido úmido (P > 0,01). Além disso, no coração 

e nos rins também não foram observados diferenças significativas deste 

parâmetro quando comparados ao grupo-controle, sendo os valores dos níveis de 

azul de Evans encontrados inferiores a 1 jag/g de tecido úmido.

4.1.7 Análise dos antígenos leucocitários (CD8, CD11a, CD18, CD25, CD45) 

no sangue total e em tecidos (pulmão e baço) de animais com 

pleurisia

As concentrações dos marcadores leucocitários (CD8, CD11a, CD18, 

CD25 e CD45) em amostras de sangue total de animais com pleurisia (4 e 48 h) 

não diferiram em relação ao grupo-controle (P > 0,01) (Figura 23C).

Em relação ao pulmão, observou-se aumento de células positivas para 

CD18 em ambas as fases (4 e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina (1%) 

(P < 0,05) (Figura 23B e 25). Aumento significativo da expressão celular do CD45 

foi observado apenas na segunda fase (48 h) desta resposta inflamatória (P <
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0,01) (resultados não mostrados). Além disso, no modelo da pleurisia induzida 

pela carragenina, nenhuma alteração na expressão dos marcadores leucocitários 

estudados foram observados no baço (Figura 23D).

O Q dl
3  2  LU
“i t  Q J w< UJ o o
Q D .S  

# 8

■CD11a

-CD18 - CD11a 

-CD18

4 h

150-1

125-<n
O n - 1t | <  100̂

75̂
3  > UJ 
“| t 2  50-—1 c/) 52 
UJ O  f  25- QO-g 25
SS o-l

-CD11a

-CD18 150-

wR125 w <ío  100- 
u] o

H l 75H55 2 Õ 50H
! e

48 h
i s

D CD11a

-CD18

Figura 23- Percentual dos linfócitos CD11a e CD18 positivos na cavidade pleural (A), pulmão 
(B), sangue total (C) e baço (D) obtidos de animais-controle (C) e com pleurisia. 
Cada linha representa a média de um pool de 2 a 4 órgãos de 4 a 6 animais, em 
cada grupo de experimentos e os símbolos (*)indicam o e.p.m. ** P < 0,05.
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5 DISCUSSÃO

Os resultados do presente trabalho contribuem significativamente para 

ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos relacionados com o 

processo inflamatório na cavidade pleural. No caso específico, foram 

estudadas: a participação de mediadores inflamatórios (bradicinina, óxido 

nítrico, histamina, citocinas), além das moléculas de adesão nas duas fases 

(4 e 48 h) da resposta induzida pela carragenina na cavidade pleural de 

camundongos, bem como as possíveis implicações sistêmicas deste processo 

inflamatório. No futuro, a confirmação dos resultados alcançados com 

experimentos complementares servirá para orientar novos estudos ou o 

desenvolvimento de drogas com potencial terapêutico antiinflamatório.

A resposta inflamatória bifásica (4 e 48 h) induzida pela carragenina, 

tanto em relação à exsudação como à migração celular, foi paralelamente 

acompanhada pelo aumento das concentrações de nitrito/nitrato na cavidade 

pleural de camundongos. Tais resultados estão de acordo com estudos 

realizados por TRACEY et al. (1995), que demonstraram estar o óxido 

nítrico envolvido na resposta inflamatória induzida pela carragenina na 

cavidade pleural de ratos. Suas experimentações evidenciaram que a 

atividade da óxido nítrico-sintase nas células inflamatórias da cavidade 

pleural de ratos estava aumentada. Por outro lado, essa atividade mostrou- 

se independente do complexo cálcio/calmodulina, indicando, assim, a 

indução da isoforma óxido nítrico-sintase induzida nas células inflamatórias 

da cavidade pleural de ratos. Além disso, a importância do papel do óxido 

nítrico tem sido demonstrada em outros modelos de inflamação, como, por
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exemplo: no edema de pata induzido pela carragenina (IALENTI et al., 1992), 

na inflamação neurogênica induzida pelo óleo de mustarda, na pele de pata 

de ratos (LIPPE et al., 1993), além da inflamação crônica demonstrada no 

modelo da artrite (IALENTI et al., 1993; MCCARTNEY-FRANCIS etal.,1993). 

Assim, pelos resultados apresentados até o momento, é possível sugerir que 

os níveis de nitrito/nitrato encontrados na cavidade pleural de camundongos 

representam, também, a liberação do óxido nítrico pelas células da cavidade 

pleural, após ativação das enzimas NO-sintases constitutiva e induzida. Já o 

aumento nos níveis da mieloperoxidase foi somente detectado na primeira 

fase (4 h) da resposta inflamatória, mantendo uma correlação positiva com o 

número de neutrófilos. Tais constatações estão de acordo com dados 

apresentados na literatura que demonstram ser esta enzima 

(mieloperoxidase) um marcador de neutrófilos (KRAWIZ et al., 1984; RAO et 

al., 1993). Por outro lado, o fato de as concentrações de nitrito/nitrato não 

estarem correlacionadas nem com os níveis de neutrófilos nem com os de 

mononucleares é indicativo de que o óxido nítrico provém de diferentes fontes 

celulares, além dos leucócitos (Dl ROSA et al., 1996; BARNES et al., 1998). 

Observa-se, também, que, na primeira fase (4 h) da resposta inflamatória 

induzida pela carragenina, os níveis de leucócitos, da mieloperoxidase, bem 

como a exsudação, foram reduzidos, de forma significativa, por drogas 

antiinflamatórias esteroidais e não-esteroidais. Contudo, os níveis de 

nitrito/nitrato foram inibidos pela diacereína, pela nabumetona e por inibidores 

específicos da enzima NO-sintase. O mesmo não ocorreu em relação à 

segunda fase (48 h) da resposta inflamatória, em que somente a
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dexametasona e a diacereína inibiram os leucócitos, e a terfenadina, a 

exsudação. Os resultados obtidos sugerem que o efeito inibitório das drogas 

aqui estudadas sobre os parâmetros inflamatórios analisados não ocorre de 

forma uniforme. Além disso, essas drogas antiinflamatórias podem exercer 

seu papel por meio da inibição da via da mieloperoxidase, das enzimas NO- 

sintases, ou ambas as vias.

Outra etapa do protocolo experimental aqui discutido foi avaliar a 

participação do receptor B2 da bradicinina, no modelo estudado, em 

camundongos (SALEH et al., 1998; FRÕDE-SALEH et al., 1999). Várias 

evidências têm demonstrado o envolvimento das cininas por meio da ativação 

dos receptores B1 ou B2, modulando, assim, as respostas inflamatórias e 

analgésicas (HALL, 1992; MARCEAU, 1995; HALL e MORTON, 1997). Além 

disso, a bradicinina, nas vias aéreas da maioria das espécies animais, 

promove broncoconstrição, estimulação das fibras nervosas sensoriais, 

aumento de secreção e muco, e também extravasamento plasmático 

(BARNES et al., 1988; LEMBECK et al., 1991; SAKAMOTO et al., 1992; 

1993). Estudos em que foram utilizadas técnicas com radioligantes e testes 

in vitro, com traquéia de cobaia, demonstraram a presença de sítios 

específicos para os receptores B2 da bradicinina, em tecidos das vias aéreas 

de diferentes espécies animais (TRIFILIEFF et al., 1991; FIELD et al., 1992). 

Observa-se, ainda, que a distribuição desses sítios, no pulmão de cobaia e 

em humanos, correlaciona-se com os efeitos funcionais das cininas, sugerindo 

que a bradicinina possui ação direta na musculatura lisa periférica das vias 

aéreas (MAK e BARNES, 1991). Estudos têm demonstrado que a



DISCUSSÃO 107

administração de bradicinina, por meio de aerossóis ou instilação, promove 

broncoconstrição em humanos e em cobaia, por meio da estimulação de fibras 

nervosas sensoriais, que, por sua vez, liberam acetilcolina das terminações 

pós-ganglionares (ICHINOSE e BARNES, 1990; ICHINOSE et al., 1990).

Os antagonistas peptídicos estudados em nosso modelo experimental, 

HOE 140 e NPC 17731-que possuem tanto uma meia vida média prolongada 

(maior que 6 horas) como maior potência, em comparação com outros 

previamente desenvolvidos (KYLE et al., 1991; WIRTH et al., 1991)-, foram 

efetivos em bloquear, de forma significativa, a primeira fase (4 h) da reação 

inflamatória induzida pela carragenina, indicando que este receptor está 

envolvido no modelo de inflamação. Tais resultados são relevantes, uma vez 

que revelam possuírem os agentes envolvidos potencial terapêutico (WIRTH 

et al., 1991), e apoiam as evidências de que os antagonistas peptídicos do 

receptor B2 da bradicinina, além de suas propriedades analgésicas, 

analisadas nos modelos de dor induzida por cristais de uratos, formalina ou 

ácido acético (STERANKA e BURCH, 1991; BHOOLA et al., 1992; CORRÊA e 

CALIXTO, 1993; DE CAMPOS et al., 1996; 1999), também possuem ação 

antiinflamatória. Todavia, a administração prévia de cada um dos compostos 

não modificou os parâmetros inflamatórios observados 48 h após a injeção do 

agente flogístico.

Em nossos estudos, os efeitos antiinflamatórios do HOE 140 e do NPC 

17731, na dose de 1 pmol/cav., foram significativamente prolongados. As 

conclusões são apoiadas no fato de que se pôde observar inibição 

significativa, tanto da migração celular como da exsudação, quando tais
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antagonistas foram administrados até 24 h antes da indução da pleurisia. 

Além disso, os resultados obtidos com o HOE 140 e o NPC 17731 foram 

também validados em outro grupo de experimentos, em que se utilizou outro 

antagonista não-peptídico do receptor B2 da bradicinina: NPC 18884 

(CHAKRAVARTY et al., 1996). Este composto, administrado pelas vias 

intraperitoneal ou oral, agiu de forma dose-dependente, inibindo os mesmos 

parâmetros inflamatórios estudados. Estes resultados confirmam, portanto, a 

eficácia dos referidos agentes, no tratamento do processo inflamatório, 

quando administrados por via oral (WIRTH et al., 1991).

A análise conjunta dos resultados obtidos com HOE 140, NPC 17731 e 

NPC 18884 permite concluir que a primeira fase (4 h) da resposta inflamatória 

induzida pela carragenina é, em parte, mediada pela bradicinina, com a 

ativação do seu receptor B2, confirmando estudos realizados por diversos 

autores em outros modelos de inflamação aguda induzidos por este mesmo 

agente flogístico (COSTELLO e HARGREAVES, 1989; BURCH e DEHAAS, 

1990; DAMAS et al., 1990; WIRTH et al., 1991; DE CAMPOS et al., 1996). 

Além disso, as propriedades antiinflamatórias dos antagonistas seletivos do 

receptor B2 da bradicinina podem ser ferramentas farmacológicas importantes 

na investigação do papel das cininas em processos fisiológicos e patológicos, 

bem como no desenvolvimento de novas drogas para o tratamento dos 

processos inflamatórios, principalmente das vias aéreas, como no caso da 

asma brônquica.

Neste modelo experimental, foram também realizados experimentos 

para analisar 0 papel da bradicinina na liberação de óxido nítrico e da
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mieloperoxidase. Sabe-se que a cadeia de eventos extracelulares que se 

segue à ativação do receptor B2 da bradicinina resulta na geração de distintos 

segundo-mensageiros, entre eles o óxido nítrico, produtos da via do ácido 

araquidônico, dando-se também 0 aumento de cálcio intracelular, importante 

para a liberação de enzimas como a mieloperoxidase. No modelo 

experimental estudado, 0 HOE 140 e o NPC 17731 não foram efetivos em 

inibir a geração de óxido nítrico, avaliado indiretamente pelas concentrações 

de nitrito/nitrato. A participação do óxido nítrico, todavia, neste modelo, é bem 

conhecida (SAUTEBIN e Dl ROSA, 1994; SAUTEBIN et al., 1995; 1998; 

TOMLINSON et al., 1994; TRACEY et al., 1995). Demonstrou-se aqui que o 

aumento dos níveis de nitrato resulta da ativação das NO-sintases 

constitutivas e da expressão da forma induzida em diferentes tipos celulares.

Em nosso modelo experimental de inflamação, a participação do óxido 

nítrico pode ser sugerida com base nas seguintes evidências: 1) aumento das 

concentrações de nitrito/nitrato em ambas as fases (4 e 48 h); e 2) eficiência 

dos inibidores específicos das vias de síntese do óxido nítrico a L-NOARG e a 

L-NAME em inibir a primeira fase (4 h) do processo inflamatório analisado.

Um aspecto que merece ser destacado, neste modelo de inflamação, é 

a inibição da migração celular observada, mais especificamente de 

neutrófilos, e da liberação de mieloperoxidase pelos antagonistas do receptor 

B2 da bradicinina. Levando-se em consideração que, em estudos anteriores, 

SALEH et al. (1997) demonstraram que a administração intrapleural de 

bradicinina estimula a migração celular, preferencialmente de mononucleares, 

os resultados alcançados indicam que esta cinina, além dos seus efeitos
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edematogênicos, também estimula o influxo de células para o sítio do 

processo inflamatório. Os dados do presente trabalho sugerem que este 

mediador também está envolvido com a migração de polimorfonucleares e a 

liberação da mieloperoxidase.

Outro mediador envolvido na pleurisia induzida pela carragenina em 

camundongos é a histamina. A conclusão é baseada nos resultados em que a 

terfenadina, antagonista do receptor Hi da histamina, causou diminuição 

significativa tanto da migração celular como da exsudação, na primeira fase (4 h) 

do processo inflamatório. Como a terfenadina, na dose estudada, foi capaz de 

também inibir a exsudação após 48 h, é possível sugerir que a histamina participa 

de ambas as fases (4 e 48 h) da resposta inflamatória. Já se comprovou que esse 

mediador liberado dos mastócitos exerce papel importante no aumento da 

permeabilidade vascular, no sítio do processo inflamatório (GREIFF et al., 1998; 

EVILEVITCH et al., 1999; MCDONALD et al., 1999). Todavia os resultados obtidos 

com o antagonista do receptor Hi da histamina permitem também sugerir que tal 

mediador está envolvido no processo de migração celular, na inflamação induzida 

pela carragenina na cavidade pleural de camundongos.

Outro mediador importante e claramente envolvido na primeira fase (4 h) da 

resposta inflamatória induzida pela carragenina, em nosso modelo experimental, 

são os prostanóides. Este fato é comprovado pela constatação de que drogas 

antiinflamatórias esteroidais e não-esteroidais inibiram os níveis da 

mieloperoxidase, da migração celular e da exsudação causadas pela 

carragenina. Além disso, estudos realizados por TOMJLINSON et al., 1994, 

demostraram que neste modelo de inflamação é observado aumento da atividade
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da ciclooxigenase, bem como da óxido-nítrico sintase induzida. O NO pode 

também aumentar a síntese de prostanóides, por meio de reações de nitrosilação 

do resíduo de cisteína existente no domínio catalítico da enzima ciclooxigenase 

(HAJJAR et ai., 1995). De fato, a estimulação ou inibição da produção de óxido 

nítrico, em tecido pulmonar de ratos, está associada ao aumento ou à diminuição 

de metabótitos da via do ácido araquidônico (6-ceto-PGFa), sugerindo que o 

óxido nítrico pode modular a produção de prostanóides, resultando na 

amplificação da resposta inflamatória (SAUTEBIN e Dl ROSA, 1994). O mesmo 

resultado não foi observado na segunda fase (48 h) desta resposta inflamatória. 

No entanto, não podemos descartar a participação dos prostanóides na resposta 

inflamatória tardia (48 h) da pleurisia induzida pela carragenina, pois diferentes 

fatores podem contribuir para esta resposta, entre eles destacam-se: a 

farmacocinética das drogas estudadas, a eficácia em inibir as atividades das 

enzimas COX-1 e COX-2 em diferentes tipos celulares, além do período de 

tratamento prévio insuficiente dos animais. Em conjunto os resultados até agora 

apresentados demonstram o envolvimento de múltiplos mediadores liberados na 

resposta inflamatória à carragenina e os diferentes mecanismos de ação 

antiinflamatória, bem como diferentes grau de inibição das drogas utilizadas sobre 

os níveis da mieloperoxidase, do nitrito/nitrato, da migração celular e/ou da 

exsudação.

Em outra série de experimentos, demonstrou-se a participação da IL-1, 

na primeira fase (4 h) da resposta inflamatória induzida pela carragenina, em 

camundongos, por meio do uso do antagonista natural do receptor da IL-1
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(IL1-RA) e de anticorpos-policlonais (anti-IL-1 (3). Estudos têm demonstrado 

que os macrófagos são as principais fontes de liberação da IL-10 

(DINARELLO, 1988c). Além disso, outras células residentes também são 

capazes de produzir pequenas quantidades desta citocina após estimulação 

com a carragenina. A IL-1 p também é capaz de induzir a liberação de outras 

citocinas, bem como metabólitos da via do ácido araquidônico, amplificando a 

resposta inflamatória (DINARELLO, 1988c; DOZEN et al., 1989). Quando 

liberada, a IL-ip interage com, pelo menos, dois tipos de receptores: tipo I 

(IL-1RI) e tipo II (IL-1RII). O receptor do tipo I é encontrado principalmente 

em linfócitos T e em fibroblastos, enquanto que o tipo II é expresso em 

linfócitos B, monócitos e neutrófilos. Entretanto diversos estudos têm 

demonstrado a presença de receptores do tipo I nos neutrófilos e nas células 

epiteliais (MATSUKAWA et al., 1995; BRANDOLINI et al., 1997). Parece que 

a IL-1 p age preferencialmente em receptores do tipo I, enquanto o 

antagonista natural do receptor da IL-1 (IL1-RA), uma citocina antiinflamatória, 

liga-se preferencialmente aos receptores tipo 1 e, com menos afinidade, ao 

tipo II (DINARELLO, 1988a, b; CARTER et al., 1990; AREND, 1991; 1993; 

SIMMS e DOWER, 1994; BROOKS et al., 1994). São, atualmente, 

reconhecidas três isoformas do IL1-RA: a secretória (SIL-1ra), sintetizada 

pelos monócitos e macrófagos ativados (EISENBERG et al., 1990), e duas 

intracelulares (iclL-1 ral e iclL-1 rali), produzidas pelas células epiteliais e por 

polimorfonucleares, respectivamente (HASKILL et al., 1991; MUZIO et al.,

1995).
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A administração do IL1-RA associado à carragenina inibiu de forma 

significativa a migração celular, caracterizada pelo influxo de neutrófilos, e a 

exsudação, na cavidade pleural, tanto após 4 h como após 48 h. Esses 

resultados estão de acordo com trabalhos realizados por PERRETTI et al. 

(1993), que demonstraram ter sido esse antagonista natural do receptor da IL-

1 efetivo em inibir a migração de neutrófilos induzida por esta citocina, no 

modelo da bolsa de ar (a/r pouch model), em camundongos, no choque 

séptico induzido por Escherichia coli em pulmão de coelhos (OHLSSON et al., 

1990), na inflamação pulmonar aguda induzida por LPS ou IL-1 (ULICH et al., 

1991a, b), além de possuir efeito protetor no pulmão de ratos, após a 

administração intratecal de endotoxina ou da IL-1 (ULICH et al., 1991c). Os 

efeitos antiinflamatórios do IL1-RA também foram demonstrados em outros 

modelos in vitro, situações em que inibiu a produção de PGE2 liberada de 

fibroblastos da derme, bem como a adesão de neutrófilos a células endoteliais 

(DINARELLO, 1988b; CARTER et al., 1990; AREND et al., 1991) Nestas 

células, a importância da ativação do receptor tipo I é bastante significativa, 

em razão de estar sua ativação relacionada com a liberação de mediadores 

químicos, bem como com a migração celular. Além disso, no homem, 0 IL1- 

RA tem sido relacionado à patogênese da síndrome da angústia respiratória 

(SARA), sendo que aumentos da morbidade e da mortalidade estão 

correlacionados com baixas concentrações, no lavado bronco-alveolar 

(DONNELLY et al., 1996).
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Por sua vez, a administração do anticorpo-policlonal anti-IL-1 f5 inibiu a 

primeira fase (4 h) da resposta inflamatória induzida pela carragenina. É 

interessante ressaltar que a ação pró-inflamatória desta citocina tem sido 

evidenciada indiretamente através do emprego do seu anticorpo específico 

em vários modelos experimentais. Assim, estudos in vivo têm demonstrado 

que o tratamento de camundongos com anticorpos anti-IL-ip diminui: a 

resposta inflamatória induzida por endotoxinas no modelo de otite (KURONO 

et al., 1998); a pleurisia e a peritonite induzidas pelo zimosan, em ratos e em 

camundongos, respectivamente (PERRETTI et al., 1992); a artrite induzida 

por imunocomplexo (VAN LENT et al., 1995) ou albumina bovina (VAN DE 

LOO et al., 1995a, b); além da formação de granulomas pulmonares (FLORY 

et al., 1995).

Nossos resultados apresentados até agora, portanto, sugerem, em 

consideráveis evidências, a participação da citocina IL-1 (3 na resposta 

inflamatória induzida pela carragenina, pois tanto o anticorpo-policlonal anti- 

IL-1-3 como o antagonista natural do receptor da IL-1 (IL1-RA) inibiram os 

parâmetros inflamatórios estudados.

Resultados semelhantes foram obtidos com o uso de anticorpos- 

policlonais anti-TNFa. Estes anticorpos inibiram o influxo de leucócitos e da 

exsudação na primeira fase (4 h) da resposta inflamatória induzida pela 

carragenina. Estudos revelam que a administração de anticorpo anti-TNFa 

inibe o edema e o influxo celular na artrite em ratos (ISSEKUTZ et al., 1994; 

MIYAMOTO et al., 1997; SCHADLICH et al., 1999), a liberação de mediadores
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inflamatórios na colite induzida pelo ácido trinitrobenzenosulfúrico (VIDELA et 

al., 1998), a migração de leucócitos na pleurisia causada pelo LPS 

(EDAMITSU et al., 1995), além de prolongar a sobrevida de camundongos 

no modelo de sepse induzida pelo extravasamento fecal (0'RI0RDAIN et al., 

1996). Em experimentos in vitro, o anticorpo anti-TNFa também foi efetivo em 

inibir a proliferação de células pulmonares estimuladas pelo LPS (KWONG et 

al., 1998).

Em relação à segunda fase (48 h) do processo inflamatório estudado, 

tanto os anticorpos anti-TNFa como os anti-IL13 aumentaram 

significativamente a migração de leucócitos e a exsudação. Este efeito 

poderia estar, em parte, relacionado com a curta meia-vida do anticorpo, bem 

como com a persistência do estímulo inflamatório. Além disso, a exata 

concentração do anticorpo necessária para neutralizar a atividade da sua 

citocina respectiva parece ser dependente do tipo de células envolvidas, das 

condições de crescimento celular, bem como, do tipo de processo 

inflamatório estudado. Estes resultados são corroborados em estudos 

realizados por DENIS et al. (1991a, b) que demonstraram, por meio de 

anticorpos seletivos anti-TNFa, que o TNFa possui papel importante no 

controle da inflamação pulmonar induzida por Micropolyspora faeni, agente 

causador de pneumonia, em camundongos. Além disso, o TNFa exerce 

importante papel protetor em resposta a outros microorganismos, como, por 

exemplo: Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae e Micobacterium tuberculosis (FLYN et al., 1995; GOSSELIN et
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al., 1995; LAICHALK et al., 1996; TAKASHIMA et al., 1997). Estudos 

realizados por SMITH et al. (1998), utilizando camundongos transgênicos, 

que expressam inibidor para o TNFa, demonstraram que o TNFa contribui 

para a defesa pulmonar contra agentes microbianos e que o efeito protetor, 

em nível pulmonar ou extra-pulmonar, depende da natureza do estímulo 

inflamatório.

Em outra etapa do nosso protocolo experimental, foi utilizado o 

anticorpo-policlonal humano anti-IL-8. Os resultados obtidos indicam que esta 

citocina também exerce ações pró-inflamatórias, uma vez que os parâmetros 

inflamatórios (influxo celular, às custas de neutrófilos) e a exsudação da 

primeira fase (4 h) da pleurisia induzida pela carragenina foram 

significativamente inibidos. MULLIGAN et al. (1993) demonstraram que 

anticorpos específicos para a IL-8 inibiram o influxo de neutrófilos induzido por 

endotoxinas no modelo da pleurisia em coelhos. Além disso, no modelo 

experimental anterior à administração do anticorpo anti-IL-8 inibiu o influxo 

celular e a permeabilidade vascular induzidas por LPS (FUKUMOTO et al., 

1998), por bactérias gram-negativas (BOYLAN et al., 1994) ou por asbestos 

(BOYLAN et al., 1992). Em modelos irt vitro demonstrou-se que este 

anticorpo inibiu a migração de leucócitos na artrite induzida por LPS, na 

glomerulonefrite induzida por imunocomplexos e na injúria de reperfusão 

pulmonar (HARADA et al., 1994). Os resultados da literatura, juntamente com 

os obtidos em nosso laboratório, apoiam as evidências de que o emprego 

destes anticorpos, tanto em estudos pré-clínicos (STANDIFORD et al., 1990,



DISCUSSÃO 117

1993; MATTHEUS et al., 1997) como clínicos (AL-MUGHALES et al., 1996), 

apresentam efeitos antiinflamatórios.

Em nosso estudo, todavia, a administração per se das citocinas- 

recombinantes citadas anteriormente reproduziram apenas parcialmente os 

seus efeitos pró-inflamatórios. Desta forma, a administração de IL-1 p murino 

ou do TNFa murino em associação com a carragenina causou apenas 

aumento significativo da exsudação na primeira fase (4 h) da resposta 

inflamatória. Em tais condições, as citocinas estudadas promoveram redução 

significativa da migração celular. Conforme anteriormente comentado, os 

resultados discrepantes entre os protocolos em que se utilizou a citocina e em 

que se utilizou o seu anticorpo específico podem estar, em parte, relacionados 

com o fato de que as concentrações das substâncias, para induzir efeitos pró- 

inflamatórios são bastante variáveis, ou pelo fato de que ambos os receptores 

(tipo I e II) da IL-ip são capazes de regular a resposta inflamatória, 

promovendo a redução da migração celular induzida por esta citocina ou pelo 

TNFa (MATSUSHIMA et al., 1986; HOLTMANN e WALLACH, 1987). A 

diminuição da migração celular poderia ser explicada, em parte, pela inibição 

da expressão de moléculas de adesão e não pelo bloqueio de mediadores 

vasoativos induzidos por estas citocinas. Isto explicaria a diminuição da 

migração celular e o aumento concomitante da exsudação. Embora seja difícil 

interpretar estes resultados, os dados aqui apresentados mostram que a 

migração celular e o aumento da permeabilidade vascular (exsudação) 

ocorrem independentes um do outro. Em relação à segunda fase (48 h) desta
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resposta inflamatória, as citocinas apresentam efeito modulatório diferente. O 

TNFa não modificou a migração celular e aumentou a exsudação, ao passo 

que a IL-1J3, em doses 10 vezes menores (0,05 ng/cav.), aumentou tanto o 

influxo de leucócitos como a exsudação. Estes resultados sugerem que 

diferentes mediadores inflamatórios estão envolvidos em cada fase da 

reposta inflamatória induzida pela carragenina, na cavidade pleural de 

camundongos (UTSUNOMIYA et al., 1991; ZASSHI, 1997).

No presente estudo, a administração intrapleural da IL-8 humana em 

associação com o agente flogístico causou aumento tanto da exsudação 

como da migração celular. A IL-8 é uma quemocina composta por 72 

aminoácidos (MATSUSHIMA et al., 1988; STRIETER et al., 1989), razão pela 

qual está implicada em várias doenças das vias aéreas, como, por exemplo, 

a fibrose pulmonar, a SARA e a bronquite crônica (CARRÉ et al., 1991; 

MILLER et al., 1992; RICHMAN-EISENSTAT et al., 1993). A IL-8 é liberada 

por diferentes tipos celulares, inclusive os macrófagos (STANDIFORD et al., 

1990, 1993a). Níveis aumentados de IL-8 têm sido encontrados no lavado 

bronco-alveolar de pacientes com asma brônquica (STANDIFORD et al., 

1990, 1993a, b). Além disso, estudos também têm demostrado que o TNFa ou 

a IL-1 p são capazes de aumentar a expressão da IL-8 em células epiteliais e 

em fibroblastos das vias aéreas de cobaia e de humanos (STANDIFORD et 

al., 1990; 1993a; NAKAMURA et al., 1991). Em modelos animais, a IL-8 tem 

sido encontrada na inflamação mediada por neutrófilos (BEAUBIEN et al., 

1990; BOYLAN et al., 1992). Além disso, nas mesmas condições
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experimentais, a administração da IL-8 na cavidade pleural de camundongos 

com a carragenina aumentou significativamente a migração de 

polimorfonucleares somente na primeira fase (4 h) da pleurisia, demonstrando 

que esta citocina possui efeitos distintos em relação às duas fases da 

resposta inflamatória, bem como das outras citocinas aqui estudadas. Os 

resultados encontrados estão, portanto, de acordo com outros estudos 

realizados por PERRETTI et al, (1992) e por VAN DEN HEUVEL et ai. 

(1998), que demonstraram que a IL-8 é um potente agente quimiotático para 

os neutrófilos. Considere-se, também, que estudos in vitro utilizando 

neutrófilos humanos demonstram que a ativação do receptor do tipo I da IL- 

1P, por meio desta citocina ou do TNFa, potencializa a liberação de elastase 

dos neutrófilos, bem como promove a quimiotaxia destas células, em 

resposta à IL-8 (BRANDOLINI et al., 1997). A IL-8 também pode induzir a 

liberação de outras citocinas, como, por exemplo, a IL-1 p e o IL-1RA, 

amplificando a liberação de outras citocinas (MATSUKAWA et al., 1995). O 

efeito da IL-8, na segunda fase (48 h) da resposta inflamatória, foi menos 

intenso, havendo aumento, apenas da exsudação, somente quando se 

utilizaram doses mais elevadas (100 ng/cav.). Este fato poderia ser explicado 

pelos achados predominantes de células do tipo mononucleares, nesta fase 

do processo inflamatório.

Diante do acima descrito, não se pode descartar também a 

possibilidade de que vários fatores possam estar-se combinando para as 

diferenças nos resultados observados, tanto na permeabilidade vascular como
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no influxo de células. Possíveis diferenças relacionadas com o sítio do 

processo inflamatório, com a espécie animal estudada, bem como com a 

estrutura molecular das citocinas empregadas, a natureza do agente 

flogístico, o período de tempo em que os parâmetros foram estudados, entre 

outros aspectos, poderiam influenciar sua ligação com os respectivos 

receptores como determinar maior ou menor suscetibilidade à degradação 

enzimática. Esta hipótese não pode ser descartada, uma vez que não se 

dispõe na literatura das dosagens das citocinas utilizadas neste modelo 

experimental. Neste contexto, no modelo da pleurisia, induzida pelo zimozan, 

em ratos, o aumento das concentrações do TNFa e da IL-1 p, que ocorre no 

exsudato pleural 1-2 h após a administração do agente flogístico, precede o 

influxo de neutrófilos, que ocorre 4-5 h após (UTSUNOMIYA et al., 1998).

Em relação às citocinas-recombinantes com atividade antiinflamatória 

reconhecida, a IL-6 murino e a IL-10 humana foram também estudadas no 

modelo da pleurisia, em camundongos. Neste trabalho, a administração de 

anticorpos-policlonais anti-IL-6 causou aumento significativo da exsudação (4 e 48 

h) e da migração celular (48 h). Vários trabalhos têm demonstrado que a 

administração do anticorpo anti-IL-6 potencializa vários parâmetros inflamatórios. 

Desta forma, em camundongos, este anticorpo inibiu a expressão do RNAm para 

o IL1-RA, no modelo de infecção oral induzida pela Yersinia enterocolítica 

(JORDAN et al., 1995) e aumentou o influxo de neutrófilos e de linfócitos 

pulmonares induzido pelo Pneumocistis carini (CHEN et al., 1993).
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Em contrapartida, a IL-6 utilizada inibiu os parâmetros da primeira (4 h) e 

da segunda (48 h) fases do processo inflamatório estudado. Estes resultados 

confirmam estudos realizados, em pulmão de camundongos, no modelo de 

choque séptico, em que se observou que esta citocina possui papel 

antiinflamatório importante, tanto em nível local quanto sistêmico (XING et al., 

1998). Outros estudos, utilizando o mesmo modelo experimental, sugerem que a 

IL-6 exerceria estes efeitos através do controle da expressão dos genes para o 

TNFa e para a IL-10 (ULICH et al., 1991c).

De maneira similar à citocina-recombinante IL-6 murino, a IL-10 humana 

também foi efetiva em inibir o processo inflamatório no modelo experimental 

estudado. Esta citocina inibiu significativamente os parâmetros inflamatórios 

(migração celular e exsudação) apenas 4 h após a administração da carragenina. 

Essa inibição poderia ser atribuída, em parte, a suas propriedades inibitórias 

sobre outras citocinas, como o TNFa e a IL-ip, responsáveis por induzir 

exsudação e quimiotaxia celular (FIORENTINO et al., 1991; QIU et al., 1999; 

SHIN et al., 1999). As propriedades antiinflamatórias desta citocina têm sido 

descritas, em vários modelos animais de inflamação (ZUANY-AMORIM et al., 

1995; 1997; VAN DER POLL et al. 1995), inclusive os que utilizam a carragenina 

(POOLE et al., 1995), o LPS (FIORENTINO et al., 1991) ou a bradicinina (POOLE 

et al., 1995) como agentes flogísticos. Outros estudos também têm demonstrado 

que a IL-10 reduz a ação quimiotática da IL-8, por meio de vários mecanismos, 

como a inibição do fator de transcrição nuclear (NF-kB), aumentando a expressão 

da proteína Ik-B (WANG et al., 1995; EHRLICH et al., 1998), a síntese de ânion
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superóxido (BOGDAN et al., 1991) e de metabólitos do NO (GAGINELLA e 

WALSH, 1992) liberados pelos monócitos e macrófagos ativados.

Em relação à segunda fase (48 h) da resposta inflamatória analisada, a 

IL-10, na dose estudada, não alterou os parâmetros inflamatórios estudados. 

Como se comentou anteriormente, fatores como meia vida, especificidade, 

natureza dos estímulos desencadeantes desta segunda fase poderiam justificar, 

em parte, as diferenças.

O conjunto dos resultados sugere a participação das citocinas: IL-10, 

TNFa, IL-6, IL-8 e IL-10 na pleurisia induzida, pela carragenina, em camundongos. 

Em relação à segunda fase (48 h), os resultados negativos obtidos não permitem 

descartar sua participação, uma vez que o perfil temporal destes marcadores 

inflamatórios na reação inflamatória ainda não foram estabelecidos. Além disso, 

estas citocinas, de alguma forma, estão envolvidas tanto na primeira (4 h) como 

na segunda (48 h) fases da resposta inflamatória induzida pela carragenina, 

promovendo ou controlando eventos vasculares e/ou celulares. A inexistência de 

dados anteriores prejudica, em parte, a interpretação dos resultados dos 

protocolos em que foram utilizadas as citocinas. Todavia, em que pesem as 

restrições quanto a sua especificidade e à meia vida, tanto as citocinas quanto 

seus anticorpos específicos constituem ferramentas adequadas para explorar tais 

aspectos da reação inflamatória utilizada.

Em outra etapa do nosso protocolo experimental, avaliou-se a 

participação do fator de transcrição nuclear NF-kB, tendo em vista sua 

importância no sinal de transdução do processo inflamatório.
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O NF-kB, conforme já comentado, exerce papel importante na 

regulação de genes relacionados com a indução de diversas proteínas 

(enzimas, por exemplo) do processo inflamatório, sendo, inclusive, capaz de 

estimular a transcrição de diversas citocinas, como, por exemplo, o TNFa, a 

IL-1 p, a IL-2, a IL-6, a IL-8, entre outras (SIEBENLIST et af., 1994). Estudos 

demonstraram que a ativação do fator de transcrição nuclear NF-kB pode ser 

inibida, in vitro, por uma variedade de agentes antioxidantes enzimáticos ou 

não-enzimáticos, radicais livres e agentes quelantes de metais como a 

superóxido-dismutase (SOD), a catalase, a peroxidase glutationa redutase 

(GSH), a N-acetilcisteína, os derivados da vitamina E, o ácido lipóico alfa e 

certos carbamatos como a pirrolidineditiocarbamato (PDTC) (SCHRECK et al., 

1991; CONNER et al., 1996; BÕHRER e NAWROTH. 1998; GRISHAM, 1999). 

Embora muitos estudos, in vitro, tenham demonstrado o papel do NF-kB, no 

controle do processo inflamatório, ainda não está claro o seu papel em 

modelos in vivo.

Neste trabalho, o PDTC administrado 1 h antes do agente flogístico 

promoveu inibição significativa dos parâmetros inflamatórios estudados 

(exsudação e migração celular), na primeira fase (4 h) da resposta 

inflamatória causada pela carragenina. SAKURATA et al. (1996) 

demonstraram, por meio de técnicas imunofluorescentes, que a translocação 

da fração p65 do fator de transcrição nuclear NF-kB do citoplasma para o 

núcleo, em cultura de fibroblastos da cavidade articular, de pacientes com 

artrite reumatóide é do tipo bifásico. A translocação desta fração para o
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núcleo é observada 30 min após o estímulo, permanecendo durante 1 hora. 

Decorrido esse período, o fator nuclear NF-kB é detectado novamente no 

citoplasma, sendo que de 6 a 9 horas após migra novamente para o núcleo, 

permanecendo a reação de imunofluorescência positiva até 12 horas após o 

estímulo. Ressalta-se, todavia, que as propriedades antiinflamatórias do 

PDTC não resultam exclusivamente das suas ações inibitórias sobre o fator 

de transcrição nuclear NF-kB. Assim, vários estudos têm demonstrado efeitos 

antiinflamatórios deste agente, por meio de outros mecanismos, incluindo o 

aumento da liberação de IL-10 ou de outro fator de transcrição nuclear 

denominado AP-1 (NÉMETH et al., 1998; MEYER et al., 1993; PINKUS et al.,

1996), inibição da expressão de moléculas de adesão do tipo ICAM-1 

(SAKURATA et al., 1996; SAKURAI et al., 1996). Além disso, o PDTC 

também é capaz de inibir, de forma direta, a atividade da COX-2, tanto em 

macrófagos (D’ACQUISTO et al., 1997; NEWTON et al., 1997) como em 

células mesangiais de rato (TETSUKA et al., 1996).

Complementando os resultados acima, outro inibidor do fator de 

transcrição nuclear NF-kB estudado foi a sulfasalazina. Esta droga também 

foi efetiva em inibir os mesmos parâmetros inflamatórios na primeira fase (4 h) 

da resposta inflamatória analisada. As propriedades antiinflamatórias do 

medicamento são bastante conhecidas. Atribuem-se a este agente: a inibição 

da quimiotaxia de granulócitos, a liberação de ânions superóxidos, a síntese 

da IL-2, a proliferação de linfócitos, a produção de IL-1 pelos monócitos, bem 

como a liberação de adenosina, no sítio do processo inflamatório (CARLIN et
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al., 1989; GAGINELLA e WALSH, 1992; GADANGI et al., 1996). Outro 

possível mecanismo de ação antiinflamatória da sulfasalazina é explicado 

pelo seqüestro de metabólitos intermediários do NO pelos neutrófilos, pelos 

monócitos e pelos macrófagos (GIONCHETTI et al., 1991; GRISHAM, 1993). 

Por sua vez, tem-se descrito que a sulfasalazina inibe a ativação do fator de 

transcrição nuclear NF-FkB em células de cólon (SW620) estimuladas por 

TNFa, LPS ou forbol-ester (WAHL et al., 1998). Mais recentemente, foi 

demonstrado que a sulfasalazina é capaz de impedir a translocação do fator 

NF-kB para o núcleo através da inibição da fosforilação por uma proteína 

quinase a (quinase oc-Ik B) ou outro sinal de transdução e subseqüente 

degradação da proteína Ik B. (WAHL et al., 1998; LIPTAY et al., 1999). 

Estudos têm também revelado que citocinas do tipo pró-inflamatórias, como, 

por exemplo, o TNFa, a IL-ip, ou mesmo componentes do sistema 

complemento (C5a) são importantes na inflamação pulmonar, em ratos. 

LENTSCHI et al., 1998, demonstraram que a lesão pulmonar induzida pela 

formação de imunocomplexos é mediada, em parte, pelas citocinas do tipo 

TNFa e IL-ip, por meio da ativação do fator de transcrição nuclear NF-kB. O s 

autores mencionados demonstraram, ainda, que estas citocinas induzem a 

ativação do NF-kB em células pulmonares de rato. Experimentos in vivo 

também revelam que a administração intratecal de anticorpos específicos para 

o TNFa e a IL-ip diminuíram a translocação do NF-kB, do citoplasma para o 

núcleo, por meio da degradação da proteína kB a (LENTSCH et al., 1998). É 

interesante ressaltar que, nestes experimentos, o tratamento simultâneo com
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anticorpos anti-TNFa e anti-IL-1 p promove inibição completa da ativação do 

NF-kB. Estudos utilizando antioxidantes, como, por exemplo, N-acetilcisteína 

constatam que as mesmas inibem a ativação do NF-kB, bem como a 

quimiotaxia de neutrófilos, na inflamação pulmonar, induzida por endotoxinas, 

em ratos (BLACKWELL et al., 1996). O efeito inibitório da ativação do receptor 

NF-kB poderia explicar o efeito benéfico da sulfasalazina no tratamento de 

doenças inflamatórias crônicas, como a colite ulcerativa, a artrite reumatóide e a 

toxoplasmose (LE ROUIC et al., 1999; DOUGADOS et al., 1999; JUE et al., 

1999; HAAGSMA et al., 1999; KAWAGUCHI et al., 1999; O’DELL et al., 1999).

Em outro grupo de experimentos, foi investigado o possível efeito 

sinergístico de doses subliminares de drogas antiinflamatórias esteroidais e não- 

esteroidais com o PDTC ou a sulfasalazina. Os resultados mostram que a 

associação de doses subliminares das drogas mencionadas anteriormente com o 

PDTC ou a sulfasalazina promoveram efeito inibitório sinergístico, inibindo a 

migração celular e a exsudação - PDTC: 38 a 84% e 34 a 97%; sulfasalazina: 11 a 

75% e 34 a 87%, respectivamente. Os resultados obtidos são interessantes e 

podem ser uma opção clínica atraente, no caso da sulfasalazina, para a 

administração crónica de drogas associadas em doenças inflamatórias. Por meio 

desta associação, constata-se também que se poderia evitar parte dos efeitos 

colaterais conhecidos dos agentes antiinflamatórios disponíveis. Todavia estudos 

complementares, incluindo análise toxicológica, devem ser mais detalhadamente 

desenvolvidas antes do seu uso na prática clínica.
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Difíceis de explicar no momento os possíveis mecanismos de ação 

inibitória dessa associação. No entanto não se pode descartar o fato de que 

cada droga age em um sítio diferente da resposta inflamatória. É possível, 

entretanto, que a associação do PDTC ou da sulfasalazina com as drogas 

estudadas poderia promover, em conjunto, uma resposta de cooperação nos 

efeitos inibitórios.

Em relação à associação do PDTC ou da sulfasalazina com a 

dexametasona, estudos têm demonstrado que os glicocorticóides aumentam a 

estabilidade de proteínas inibitórias do tipo IkB (SCHEINMAN et al., 1995; 

AU PH AN et al., 1995; BÕHRER e NAWROTH. 1998). Trabalhos, in vitro, 

realizados por SCHREIBER et al., 1998, confirmam estudos anteriores 

mostrando que os esteróides são capazes de inibir a ativação do complexo 

p65 do NF-kB nas células intestinais de pacientes com doença de Crohn 

(SCHREIBER et al., 1995). Já trabalhos realizados por BELLA et al., 1997, 

demonstram que a inibição da atividade do NF-kB induz a apoptose em 

hepatócitos murinos. Na verdade, a ação antiinflamatória e imunossupressora 

dos glicocorticóides dá-se principalmente por sua ação em nível de 

transcrição proteica. Estas drogas aumentam, também, a liberação de 

diferentes agentes antiinflamatórios, como, por exemplo, a liporcortina-1 ou a 

IL-10 ou o IL-1RA (SCHEIMMAN et al., 1995). Assim, estudos têm 

demonstrado a eficácia da interação sinergística entre esteróides e 

ciclosporina ou entre esteróides e ácido retinóico, no tratamento da asma 

brônquica (WRIGHT et al., 1995; WALLACE et al., 1996). Além disso, a
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expressão de diversas enzimas inflamatórias, como, por exemplo, a COX-2 e 

a NO-sintase induzida é mediada pela ativação do NF-kB (XIE et al., 1994; 

LIU et al., 1997; DÁCQUISTO et al., 1999). Este mecanismo pode explicar, 

em parte, a interação sinergística entre os inibidores do fator de transcrição 

nuclear-NF-KB e as drogas antiinflamatórias utilizadas. Um outro mecanismo 

seria a liberação de citocinas antiinflamatórias. É conhecido que a 

administração exógena de citocinas do tipo antiinflamatórias (IL-10 e IL-13) 

inibe a migração de neutrófilos induzida por imunocomplexos, no pulmão de 

ratos, por meio da inibição da síntese de citocinas pró-inflamatórias como o 

TNFa, em nível transcripcional e aumento da expressão da proteína IkB 

(LENTSCH et al., 1997). Contudo, estudos adicionais são necessários para 

esclarecer o mecanismo exato e o potencial terapêutico da interação entre o 

PDTC e a sulfasalazina com as drogas antiinflamatórias estudadas.

Os resultados de nossos experimentos apresentados acima sugerem 

que o fator de transcrição nuclear NF-kB possui papel importante na 

modulação da resposta inflamatória induzida pela carragenina, no modelo da 

pleurisia, em camundongos. A confirmação futura desta hipótese por meio de 

estudos complementados com biologia molecular é imprescindível, todavia, 

para esclarecer estes achados. Além disso, os resultados também 

demonstram uma ação antiinflamatória sinergística das drogas 

antiinflamatórias utilizadas e dos inibidores do fator NF-kB, sugerindo que 

esta associação pode ser importante, no futuro, para a terapia de certos 

processos inflamatórios.
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Em outra etapa do nosso protocolo experimental, avaliou-se a participação 

de moléculas de adesão do tipo integrinas (CD11a, CD18) no lavado da cavidade 

pleural, no sangue total e em tecidos de animais com pleurisia. No modelo 

experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, cuja 

resolução completa é observada 100 horas após a administração do agente 

flogístico na cavidade pleural (SALEH et al.,1996), alterações paralelas nos 

leucócitos sangüíneos, caracterizadas por uma diminuição significativa dos seus 

níveis, foram observadas entre 4 e 48 horas (resultados não apresentados).

Estudos em diversos modelos experimentais vêm demonstrando que o 

complexo glicoprotéico CD11a/CD18 expresso em vários tipos de leucócitos é 

importante para a migração celular no sítio do processo inflamatório (KILGORE et 

al,, 1998). Este complexo interage com as moléculas ICAM-1 e ICAM-2 expressas 

nas células endoteliais promovendo a adesão firme dos leucócitos (MARLIN e 

SPRINGER, 1987). Estas moléculas de adesão são denominadas de integrinas 

e fisiologicamente têm baixa afinidade pelo seu ligante. Não são estocadas nos 

grânulos celulares e sua ativação ocorre por meio da liberação de mediadores 

químicos, por exemplo, o PAF-acéter, a IL-8 (DIAMOND e SPRINGER, 1994) e 

as citocinas pró-inflamatórias ou por ativação do fator de transcrição nuclear NF- 

kappa B. Após o estímulo, ocorre uma mudança conformacional das moléculas de 

adesão presentes nos leucócitos e nas células endoteliais (PANÉS e GRANGER, 

1998) e estas passam a adquirir alta afinidade pelo seu ligante (WALLEY et al., 

1996). A partir daí e com a liberação também de fatores quimiotáticos, ocorre a 

ligação firme entre os leucócitos e o endotélio, permitindo, assim, a migração 

celular (DANNER et al., 1989; WINDSOR et al.,1993; MURATA et al., 1994;
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DOWNEY e HAN, 1998). É importante ressaltar, ainda, que estudos em animais 

knockout ou transgênicos têm demonstrado a importância da expressão de 

moléculas de adesão em nível fisiológico (JUNG et al., 1998; MIZGERD et ai.,

1996, 1997; WALZOG et al.,1999). Além disso, a importância biológica das 02- 

integrinas, em humanos deve-se à constatação da doença denominada de 

deficiência de adesão leucocitária, uma doença autossômica recessiva 

caracterizada por infecções recorrentes, formação de pus, edema e 

anormalidades na função de diferentes tipos celulares, como, por exemplo, a 

migração de granulócitos, monócitos e linfócitos (ANDERSON et al., 1985), 

liberação de mediadores químicos (LTB4), por estas células, além da 

desgranulação celular. Este tipo de doença é atribuída à deficiência na expressão 

do complexo CD11/CD18, resultado da mutação do gene CD18 (ANDERSON et 

al., 1985). Além disso, em humanos com deficiência de CD18, constatou-se 

migração inadequada de neutrófilos para os sítios do processo inflamatório, como 

intestino e pele, apesar da presença do agente infeccioso (HAWKINS et al., 

1992). Em tais condições, todavia, a migração de monócitos e de linfócitos não 

está comprometida. Já a migração de neutrófilos para o espaço bronco-alveolar e 

pulmões, em humanos ocorre via mecanismos independentes de CD18 

(HAWKINS et al., 1992). Outros estudos realizados constataram que, de acordo 

com o órgão afetado ou o estímulo para induzir o processo inflamatório, a 

migração de neutrófilos para o sítio do processo inflamatório pode ser dependente 

ou não da expressão do complexo CD11a/CD18 (DOERSCHUK et al., 1990; 

HELLEWELL et al., 1994; QIN et al., 1996; FLAHERTY et al., 1997).
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No presente estudo, nas duas fases (4 e 48 h) do modelo da pleurisia 

induzida pela carragenina, observou-se aumento significativo de células 

positivas para CD18 no exsudato, enquanto não foram detectadas alterações 

estatísticas para o CDUa, em comparação com o grupo-controle. Como a 

migração de células na primeira fase (4 h) da pleurisia foi predominantemente 

constituído por neutrófilos, e de acordo com o relato em outros modelos de 

inflamação, pode-se sugerir que a expressão da molécula de adesão do tipo 

CD18 exerce papel importante para o influxo daquelas células. Por sua vez, 

na segunda fase (48 h) da resposta inflamatória da pleurisia, que ocorre 

basicamente às custas de mononucleares, é possível sugerir que a migração 

ocorra também através de mecanismos mediados pelo CD18. Tais 

constatações estão em acordo com estudos de peritonite induzida pelo 

tioglicolato (WALZOG et al, 1999), em camundongos deficientes de CD18 

(JUNG et al., 1998; WALZOG et al., 1999), bem como em humanos com 

deficiência da adesão leucocitária tipo 1 (BOWEN et al., 1982). Todavia, 

MIZGERD et al. (1,997), utilizando a mesma cepa de camundongos deficientes 

de CD18, não observaram alteração significativa da migração de leucócitos, 

em comparação com o grupo-controle, no mesmo protocolo de peritonite 

induzida por tioglicolato estudado por WALZOG et al (1999). O conjunto 

destes resultados permite sugerir, portanto, que a resposta inflamatória 

induzida pela carragenina na cavidade pleural de camundongos é mediada 

pela expressão de leucócitos CD18 positivos.

Embora tenha ocorrido diminuição dos leucócitos circulantes em 

animais portadores de pleurisia, os resultados da medida do extravasamento
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de azul de Evans em pulmões e baços dos animais indicam que, neste 

modelo, não ocorre aumento da permeabilidade vascular à distância.

Devido à presença de diferentes tipos celulares no pulmão, avaliados 

pelo método de citometria de fluxo^resultadcis não "apresentados), associada 

às limitações do presente protocolo experimental, em que não se dispunha 

de marcador para neutrófilos maduros, a análise da migração destas células 

ficou prejudicada. Todavia, em que pesem os achados negativos de 

permeabilidade vascular no pulmão de animais com pleurisia, células 

positivas para CD18, mas não para CD11a, foram detectadas neste órgão, 

nas duas fases da resposta inflamatória (4 e 48 h).

Embora já tenha sido descrito, em trabalhos anteriores, que a resposta 

inflamatória do tipo bifásico (4 e 48 h) induzida pela carragenina, na 

cavidade pleural de camundongos seja de caráter reversível, os resultados 

do presente trabalho sugerem que o mesmo não é acompanhado de resposta 

inflamatória sistêmica. Além disso, neste modelo experimental, a migração, 

tanto de neutrófilos como de mononucleares, parece ser dependente da 

expressão da molécula CD18 e independente da CD11a.
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6 CONCLUSÕES

Em conjunto, os resultados obtidos no modelo da pleurisia induzida pela

carragenina, em camundongos, indicam:

A participação dos seguintes mediadores e/ou mecanismos na resposta

inflamatória induzida pela carragenina, na cavidade pleuraI de

camundongos

a) NO, uma vez que: i) observou-se aumento das concentrações de nitrito/nitrato, 

4 e 48 h após a indução da pleurisia; ii) inibidores específicos da enzima NO- 

sintase: L-NOARG e L-NAME inibiram a migração celular e o exsudato da 

primeira fase (4 h) da resposta inflamatória induzida pela carragenina.

b) Mieloperoxidase, constatando-se aumento nos níveis desta enzima 4 e 6 h 

após a indução da pleurisia.

c) Bradicinina, com a ativação de seus receptores do tipo B2, uma vez que, 

antagonistas seletivos peptídicos (HOE 140 e NPC 17731) e não-peptídico 

(NPC 18884) foram eficientes em inibir tanto a migração celular como a 

exsudacão da resposta inflamatória induzida pela carragenina (4 h).

d) Prostaglandinas, pois inibidores não-seletivos da via da ciclooxigenase 

(indometacina, mèloxicam, nabumetona e dexametasona) inibiram a resposta 

inflamatória estudada.

e) Histamina, constatando-se que a terfenadina (antagonista do receptor H1 da 

histamina) reduziu o número de leucócitos (4 e 48 h) e a exsudação (48 h) da 

resposta inflamatória induzida pela carragenina.
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f) Citocinas pró-inflamatórias (TNFa, IL-1 (3, IL-8) e antiinflamatórias (IL-6. IL-10V 

com base nos resultados de que tanto anticorpos-policlonais como citocinas- 

recombinantes, administrados diretamente na cavidade pleural juntamente com 

a carragenina, reproduziram parcialmente seus efeitos pró-inflamatórios ou 

antiinflamatórios. Além disso, a diacereína (redutor do número de receptores 

oara a IL-1! inibiu significativamente a pleurisia induzida pela carragenina 4 h.

g) Fator de transcrição nuclear NF-kB, pois inibidores desta via (PDTC e 

suifasalazina) foram eficazes em inibir a resposta inflamatória induzida pela 

carragenina (4 h). Além disso, a associação de doses subliminares de dropas 

antiinííamaíórias e dos inibidores (PDTC ou suifasalazina) que isoladamente 

não foram eficazes, quando associados, mostraram efeito antiinfiamatório 

sineraístico, inibindo tanto a migração celular como a exsudação na pleurisia 

induzida pela carragenina (4 h).

h) Moléculas de adesão do tipo CD18, constatando-se aumento da expressão de 

células CD18 positivas, na cavidade pleural e no puimão: na orimeira fase 

(4 m da resposta inflamatória induzida pela carragenina.

i) Neste modelo experimental, não se observou resposta inflamatória sistêmica 

caracterizada oor aumento da permeabilidade vascular nos pulmões e no 

baço, em que se pese o aumento da molécula de adesão GDI8 em cèiuias 

Duimonares. Contudo, a miaração celular de mononucleares e de neutrófilos é 

dependente da expressão de moléculas CD18 e não CDi ia.

j )  Analisados em coniunto, os resultados obtidos no presente estudo confirmam e 

ampliam os conhecimentos existentes em relação a particiDacão de
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mediadores inflamatórios, como as cininas, as citocinas, as moléculas de 

adesão, aiém do fator de transcrição nuclear NF-kB e de enzimas como a 

mieloperoxidase e a óxido nítrico sintase na resposta inflamatória induzida peia 

carraaenina, no modelo da pleurisia, em camundongos.

K) O uso deste modelo experimental portanto, pode ser útil para o estudo de 

droaas com potencial atividade antiinflamatória
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