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RESUMO

Recentemente muita atencdo tem sido dada a compreensdo de mecanismos
envolvidos ndo sO na iniciagdo do processo inflamatério, mas também aos
mecanismos envolvidos na manutengao/resolucdo deste processo. De maneira
relevante, a apoptose vem sendo associada a resolucdo da inflamag&o, pois os
sinais que promovem a apoptose sdo importantes para este processo. Além disso, a
apoptose individualmente, também pode promover a resolugdo da inflamacé&o. J& é
bem caracterizada a expressdo de fosfatidilserina na membrana de células
apoptoticas. Os objetivos do presente trabalho foram estudar os efeitos da
administragdo in vivo de lipossomas de fosfatidilserina (PS) na migracdo de células
usando o modelo de inflamagé&o induzido por carragenina na bolha de ar (air pouch)
em camundongos. A administracdo de lipossomas de PS, mas nao de fosfatidilcolina
(PC) (10-100 mg/Kg, i.p., 8 horas ap06s a carragenina) reduziu o influxo celular de
maneira dose-dependente. Estas acOes dos lipossomas de fosfatidilserina
independem de interferéncia nas quimiocinas pro-inflamatérias iniciais, assim como
sdo dependentes da via de administragdo utilizada. Este efeito ndo faz parte de um
processo de contra-irritagdo. Camundongos ‘receptores’ tratados com lavado
peritoneal obtido de animais ‘doadores’ que haviam recebido PS por via ip
apresentaram um menor influxo celular total, dependente do volume do lavado
utilizado. Além do mais, o aumento no ndmero de macrofagos peritoneais com
tioglicolato nos animais 'doadores’, resultou em uma potencializagdo da acdo do
lavado. A natureza protéica do fator foi sugerida pela sua inativagdo pela fervura e
por tripsina. O tratamento com cicloheximida diminuiu parcialmente a formacao do

‘fator’, sugerindo que pelo menos parte do ‘fator’ € produzido e outra parte ja esta
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pronta. Apenas o tratamento ip reduziu o influxo celular, ndo sendo observado
nenhum efeito por outra via. Em conjunto, estes dados indicam que a injegéo ip de
lipossomas de PS induziu o aparecimento de um ‘fator’ que inibiu a migragao celular
induzida por carragenina na bolha de ar. Este fator é de natureza protéica, é
liberado/sintetizado por macréfagos. Nossos resultados mostram que o mimetismo
apoptotico pode mudar o curso de uma resposta inflamatoéria e que esta linha de

pesquisa pode prover novas substancias antiinflamatorias.
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ABSTRACT

Recently much attention has been drawn to understanding the mechanisms involved
not only in the initiation of the inflammatory process, but also how
maintenance/resolution are operated. Apoptosis has been associated with the
resolution of inflammation, since the signals that promote apoptosis are important to
this process. Furthermore, apoptosis itself can promote the resolution of
inflammation. Exposition of phosphatidylserine residues in the outer leaflet of plasma
membrane is a well-characterized component of apoptosis. The objective of this
study was to evaluate the effects of in vivo administration of phosphatidylserine (PS)
liposomes on cell migration to air pouch stimulated with carrageenan in mice.
Administration of PS, but not of phosphatidylcholine liposomes (PC; 10-100 mg/kg,
ip) reduced the cell influx in a dose-dependent manner, even when administered 8
hours after the inflammatory stimulus. The effect of PS liposomes was independent
of early pro-inflammatory chemokines, and was dependent on the route of
administration used. Their effects were not part of a counter-irritation process. Mice
treated with peritoneal wash fluid obtained from 'donor' animals which had received
PS via ip previously, exhibited a significant reduction in cell influx, dependent of the
volume of fluid used. Moreover, increasing peritoneal macrophage numbers in
'donors' animals with thioglycollate, resulted in an increased inhibitory effect on cell
migration. The protein nature of the factor was suggested by its inactivation by boiling
and trypsin. Cicloheximide treatment partly reduced the formation of the ‘factor’,
suggesting that part of it is stored and part is produced upon stimulation. Injection of
the ‘factor’ was effective only if performed via ip. Together, these data indicate that
injection of PS liposomes induced the appearance of a ‘factor' that inhibit cell

migration induced by carrageenan in the air-pouch. This factor has a protein nature
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and is released/synthesized by macrophages. Our results show that the apoptotic
mimicry can change the course of an inflammatory response, and that this research

line can provide new antiinflammatory compounds.
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1 INTRODUCAO
1.1 INFLAMACAO

A inflamac&o aguda é caracterizada pela vasodilatagdo local que aumenta o
fluxo sanguineo na éarea inflamada e a permeabilidade microvascular, causando
perda de fluido e proteinas plasméticas para os tecidos. Concomitantemente, existe
um aumento na expressdo de moléculas de aderéncia celular e liberagéo de fatores
quimiotaticos que facilitam a movimentagédo das células inflamatérias da circulacéo
periférica ao local inflamado. Citocinas pro-inflamatérias, tais como fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) ativam vias de sinalizacdo em células
endoteliais que regulam a expressdo dessas moléculas de aderéncia para iniciar a
‘captura’ de leucécitos circulantes (SHANLEY; WARNER; WARD, 1995).

O recrutamento de leucécitos da circulagdo inicia-se pelo trafego de
polimorfonucleares granulécitos seguido por mondcitos que, localmente, se
diferenciam em macrdéfagos. Esta resposta normalmente envolve mastocitos e
macrofagos teciduais residentes, cuja degranulacdo e ativagdo sequencial liberam
uma bateria de mediadores inflamatérios, incluindo aminas bioativas (histamina e
serotonina), citocinas, quimiocinas e também mediadores lipidicos que
coletivamente recrutam e ativam as células inflamatérias, além de levarem a
formacdo dos demais sinais cardinais da inflamacé&o: calor, rubor, inchaco, dor e
perda da func¢édo do tecido (SHANLEY; WARNER; WARD, 1995).

Estes eventos fortemente regulados resultam em um predominio de
neutréfilos na area inflamada no inicio da lesdo, que s&@o depois gradualmente
substituidos por células mononucleares - principalmente mondcitos, que, em
seguida, diferenciam-se em macrofagos. Estas células fagocitam material estranho e

detritos celulares, liberam enzimas hidroliticas e proteoliticas e geram espécies
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reativas de oxigénio que eliminam e digerem organismos invasores. Quando segue
seu curso normal, a resposta inflamatoria encerra-se com a restauragdo da estrutura
e funcdo normal do tecido (LAWRENCE et al., 2005).

H& muito tempo os mediadores quimicos que causam 0s sinais cardinais da
inflamacédo tem servido como base para o desenvolvimento e descoberta de
farmacos anti-inflamatérios, como o desenvolvimento dos anti-inflamatérios néo-
esteroidais que comegou em 1960 e segue até os mais recentes tempos, com 0S
inibidores da agéo do fator de necrose tumoral (TNF-a) (LARSEN; HENSON, 1983).
Estes primeiros tempos da pesquisa da inflamacdo focada na elucidagdo de
mediadores pré-inflamatérios deram vez a visdo de que a inflamag&o € muito mais
complexa e sofisticada do que inicialmente apreciado. Isto € ilustrado pela producéo
tanto de eicosanodides pré- como anti-inflamatérios que tém papéis importantes na
orquestracdo da resposta inflamatoria. Essa clara diversidade ndo é reservada aos
mediadores lipidicos, mas estende-se as citocinas, quimiocinas e a expressédo tanto
de receptores ativadores como de inibidores nas células inflamatérias (LAWRENCE
et al., 2005).

Os mediadores e o mecanismo deste amplo e ignorado processo de
resolucdo comecaram a ser elucidados apenas recentemente. Tornou-se claro que
mediadores anti-inflamatérios enddgenos revertem mudangas vasculares e inibem a
migracéo e ativacdo de leucdcitos, e a0 mesmo tempo promovem a segura remogao
de células inflamatérias por apoptose e posterior fagocitose (LAWRENCE et al.,

2005).
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1.2 MODELOS DE INFLAMACAO

Esforcos tém sido realizados no sentido de encontrar modelos experimentais
e animais apropriados para cada tipo de reacdo inflamatoria. Esta necessidade se
deve ao fato que a maioria das reacOes inflamatérias apresentam caracteristicas
comuns, mas sua etiologia e manifestacdes clinicas diferem significativamente.
Protocolos experimentais, em que o processo inflamatorio é induzido agudamente,
tém sido utilizados para estudo da participagdo de mediadores quimicos, diferentes
tipos celulares e ainda possibilitam a selecdo de farmacos com potencial atividade
antiinflamatoria. Entre os métodos para o estudo do processo inflamatério e para a
selecdo de novos farmacos, citam-se: pleurisia, bolha de ar, edema de pata, artrite e
implantes subcutaneos de esponjas embebidas com agentes irritantes no
subcutaneo (SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985). No entanto, algumas técnicas
apresentam limitagdes: dificuldades de manipulacdo durante a inducdo da
inflamacgéo e de quantificacdo dos parametros inflamatoérios (edema, numero e tipo
de células envolvidas, extravasamento de proteinas, mediadores envolvidos).

O modelo da bolha de ar tem seus primeiros relatos em ratos na década de
60 (OKUDAIRA, SCHUWARZ, 1962) e em camundongos nos anos 70 (CLARK,
1975). Neste modelo, a partir do lavado da bolha de ar, é viadvel a avaliacdo do
extravasamento de liquido, a migracdo de células bem como a de vérias enzimas
induzidas por diversos agentes flogisticos (DAWSON et al.,, 1991; MARTIN et al.,
1994; POSADAS et al., 2000). Neste modelo experimental os mediadores quimicos
séo liberados também por células residentes ou por aguelas que migraram para o
local da resposta inflamatoéria. Outros agentes flogisticos como a bradicinina, a

histamina ou a substancia P também sdo importantes agentes que participam da
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resposta inflamatéria promovendo aumento do ndmero de leucdcitos e/ou
exsudacao no local da lesé&o.

O modelo da bolha de ar possui vantagens em relacdo a outras técnicas ja
citadas anteriormente, pois a partir da coleta dos lavados da bolha de ar é possivel
analisar e quantificar diversos parametros inflamatérios como celularidade,
exsudacdo, mediadores inflamatérios, sem a necessidade de recorrer a
procedimentos complicados de extracdo e quantificagdo. Uma outra vantagem do

modelo citado é a sua facil execugéo.

1.3 RESOLUCAO DA INFLAMACAO

Inflamacdo aguda tem varios desfechos que incluem progressdo para
inflamacé&o cronica, a formagdo de cicatrizes e fibrose ou a resolugdo completa
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 1999). A resolucdo foi definida em nivel
histolégico/tecidual e foi considerada como um processo passivo através, por
exemplo, da diminuicdo de estimulos quimiotaticos no local da inflamag¢éo. Com o
isolamento de anti-inflamatérios enddgenos, mediadores pro-resolutivos e suas
caracterizagdes, tornou-se claro que a resolugdo € um processo ativo que envolve
circuitos bioquimicos que sintetizam ativamente mediadores locais na fase de
resolucdo, tais como as resolvinas (SERHAN, 1997; SERHAN et al., 2000;
SERHAN, 2002). A fase de resolugéo surgiu como um terreno para a concepgao de
novos farmacos terapéuticos (GILROY, 2004). Por exemplo, uma pequena molécula
de pré-resolvina pode, além de sua acdo como agonista anti-inflamatério, promover
a captura e a ‘limpeza’ de neutréfilos apoptéticos por macréfagos no sitio da

inflamacé&o (SERHAN, 2005).
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Além disso, uma vez que muitos medicamentos utilizados atualmente foram
desenvolvidos sem uma apreciacdo do seu potencial impacto na resolugéo, alguns
agentes, como os amplamente utilizados inibidores da COX-2 provaram serem
prejudiciais para a resolu¢do do processo inflamatério (SERHAN, 2007), enquanto
que outros podem possuir acdes pré-resolutorias, tais como os glicocorticéides
(ROSSI; SAWATZKY, 2007), inibidores de quinase dependente de ciclina (ROSSI et
al., 2006) e a aspirina (SERHAN, 2007).

Estudos sobre a producdo de mediadores lipidicos ao longo das diferentes
fases de um processo inflamatério tém apontado uma dindmica interessante. Por um
lado, observa-se uma producdo majoritaria de prostaglandina E, (PGE,), a partir da
atividade da enzima ciclooxigenase. A atividade desta enzima e a consequente
producéo de PGE; sao importantes na geragéo das altera¢des vasculares de aporte
sanguineo local e na sensibilizacdo de nociceptores. Além disso, outros mediadores
lipidicos derivados do é&cido araquiddnico sdo importantes durante os momentos
iniciais da inflamagao, como é o caso do leucotrieno By, indispensavel para tornar
possivel o trafico de leucocitos do lumen pds-capilar para o espago intersticial.
Entretanto, ao longo do processo inflamatorio, sdo observadas importantes
alteragbes no metabolismo do &cido araquidbnico, que tém como consequéncia a
resolugdo da inflamag&o. Por exemplo, & medida que a inflamacdo prossegue,
geralmente ocorre uma alteragdo na expressao das enzimas que participam do
metabolismo do &acido araquidénico que passam a produzir, essencialmente,
prostaglandina D,, ao invés da E,. A prostaglandina D, e seus derivados
metabdlicos, por sua vez participam de importantes processos relacionados com a
liberagdo enddégena de mediadores anti-inflamatorios, que por sua vez, atuam

inibindo a expressdo de genes de citocinas pré-inflamatodrias. Adicionalmente,
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durante o desenvolvimento da inflamagé&o, a interac@o entre plaquetas e neutrofilos
aderidos ao endotélio torna possivel a producdo de lipoxina A, e B4, a partir do
metabolismo do acido araquiddnico pela enzima lipooxigenase-5, ao invés da
ciclooxigenase-2 (SERHAN; CHIANG, 2007). A ‘troca’ temporal da classe de
mediadores lipidicos na familia dos eicosandides de pr6 a anti-inflamatérios, € um
processo ativo que enfatiza a capacidade dos préprios leucécitos em acionar uma
auto-limitacdo a resposta inflamatéria aguda (LEVY, et al., 2001).

Além desta sequéncia pré e anti-inflamatéria observada na producdo de
mediadores lipidicos, recentemente tem sido descrito melhor a importancia na
sequUéncia de migragdo de leucécitos. Como ja se encontra bem estabelecido na
literatura, a migracdo de leucocitos em especial de neutréfilos, € um evento
importante no inicio da inflamag&do aguda. A presenca destas células no tecido é
importante na remog&o de microorganismos patogénicos, mas a persisténcia destas
células ativadas leva a degradacdo da matriz extracelular e promove danos ao
hospedeiro. Em contrapartida, a remocdo destas células por macréfagos que
migram para o tecido em momentos mais tardios do processo inflamatério parece
ser um evento importante na resolugédo da inflamacdo. Os mecanismos envolvidos
neste processo parecem mediar a ‘limpeza’ das células inflamatorias, e o excesso
de células do tecido residente que proliferaram em resposta ao processo reparador

(SAVILL; FADOK, 2000).

1.4 APOPTOSE
A apoptose, ou (é um fendmeno de) morte celular programada, € reconhecida
morfologicamente como um fendmeno distinto da necrose, h4 mais de 30 anos por

Kerr e colaboradores (1972), que ocorre individualmente, sendo que a morte de uma
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célula ndo leva a morte de outras células. A morte celular por apoptose participa de
vérias situacdes fisiologicas tais como o colapso endometrial durante a
menstruagdo, a delecdo de células nas criptas intestinais e na embriogénese. Assim,
€ um mecanismo rigidamente controlado por expressdes genéticas decorrentes da
interacdo célula e meio externo, levando a produgcdo de varias moléculas com
atividades especificas que resultam em alteracdes celulares funcionais expressas
morfologicamente por condensacdo e fragmentacdo cromatinica e formacdo de
protuberancias na superficie celular (ISRAELS; ISRAELS, 1999). Fisiologicamente, a
morte celular possui um papel essencial na manutencdo da homeostase tecidual e é
importante em certas condi¢des patoldgicas.

De uma perspectiva bioquimica, em termos simples, € descrito que o
processo de apoptose pode se dar, basicamente, através de duas vias distintas. A
apoptose iniciada via receptores de morte tais como Fas, um membro da
superfamilia de receptores tipo fator de necrose tumoral (TNF) (GHOBRIAL;
WITZIG; ADJEI, 2005) conhecida como via “extrinseca”. E a segunda via de
apoptose conhecida como “intrinseca” ou mitocondrial que, quando estimulada,
promove a liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria e ativagdo de processos
citoplasméticos que resultam na morte celular. Todas estas vias convergem a
ativacdo de uma cascata de proteases, as caspases, que clivam moléculas
estruturais e regulatorias intracelulares como proteinas quinases, elementos do
citoesqueleto, proteinas de reparo do DNA e ativam endonucleases. Com isso, as
caspases afetam a estrutura do citoesqueleto, desregulam o ciclo celular, iniciam a
degradacgédo dos &cidos nucléicos (GHOBRIAL; WITZIG; ADJEI, 2005).

A ativacdo das caspases promove 0 aparecimento das alteracfes celulares

que caracterizam a apoptose, como desmontagem da membrana nuclear e do
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arcabouco de laminas, hipercondensacédo da cromatina e degradacdo proteolitica
das estruturas nucleares e citoplasmaticas. Estas alteragcdes sdo comuns a todas as
células em apoptose explicita, independentemente do agente indutor do processo.
Isso significa que a agdo destas caspases representa uma via final comum que
opera em todas as células programadas para morrer (THORNBERRY; LAZEBNIK,
1998; HENGARTNER, 2000).

Entretanto, em contraste com a enorme quantidade de informacbes e
detalhes moleculares relacionados com a apoptose, pouco sabe-se sobre as
consequéncias deste processo em um nivel supra-celular, isto é, as consequéncias
da interacdo de corpos apoptoticos com fagécitos e outras formas de interacdes
celulares para a dinamica de construgdo/reconstrugéo dos tecidos (SAVILL; FADOK,

2000).

1.5 APOPTOSE E INFLAMACAO

No final do século XIX, foi descoberto que neutréfilos sdo retirados dos
tecidos periféricos através da ingestéo (fagocitose) feita por outra célula inflamatéria,
0s macroéfagos, cujo nome significa “grande célula que come” (FADOK, et al., 1998).
No entanto, durante muitos anos, foi assumido que os neutréfilos que entram no sitio
de inflamagéo sofrem eventual "desintegracdo"” ou necrose (HUYNH; FADOK;
HENSON, 2002). Além disso, mais tarde, foi descoberto que culturas de neutrofilos
isolados que foram "envelhecidas" por incubag@o durante véarias horas tornam-se
sensiveis a fagocitose por macrofagos (LENT, 2001). A partir de 1989, comegou a
ser compreendido que os acontecimentos relatados acima poderiam ser explicados
pelo processo fisiologico espontaneo de morte programada - 'apoptose’ (TAYLOR, et

al. , 2000).
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E a apoptose de neutrdfilos, na verdade, que provoca o reconhecimento
especifico e sua depuragdo por macrofagos, um passo essencial para reduzir a
inflamagé@o (KAWAHITO, 2000). Além de ‘limpar’ neutrofilos mortos, o processo de
fagocitose pode servir com duplo propésito por iniciar um sinal fundamental para o
macrofago inflamatério (e talvez para a célula dendritica fagocitica) comecar o
processo de saida do local inflamado para a mais proxima abertura da drenagem
linfatica, o habitual destino dos macrofagos (FADOK, et al., 1998).

Alternativamente, a interagdo/captacéo de células apoptéticas também pode
estimular macréfagos a liberar mediadores que suprimem a resposta inflamatéria
(KIM; ELKON; MA, 2004). Fortes evidéncias in vitro e in vivo apontam, em particular,
a secrecdo da citocina antiinflamatéria TGF-B, que pode suprimir sinais pro-
inflamatorios dos receptores Toll-like. Embora o mecanismo molecular envolvido na
acdo supressiva do TGF-B permaneca mal compreendido, ele parece estar
estreitamente ligado aos acontecimentos induzidos pelo contato das células
apoptoticas com mondcitos e/ou macrofagos (SERHAN; SAVILL, 2005).

A 'limpeza’' dos leucécitos apoptoticos por macréfagos, além disso, pode ser
refor¢cada por varios mediadores inflamatérios descritos anteriormente que, por sua
vez, podem ser amplificados pela precoce interacdo com células apoptoéticas. Essa
melhoria tem sido formalmente demonstrada pela exposi¢éo prévia de macrofagos a
citocinas que aumentam a sua capacidade em ingerir células apoptoticas. Com base
nestes dados experimentais, portanto, poderia ser proposto que, uma vez sinalizada
a apoptose de leucdcitos e células residente (um evento precoce), a posterior
captacdo de células apoptoticas causa uma mudanca no fenétipo do macrofago de

ativado ou prejudicial para reparador ou migratério (SERHAN; SAVILL, 2005)
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1.6 APOPTOSE E RESOLUCAO DA INFLAMACAO

A nocgao de apoptose como um evento ativo na dindmica dos diversos tecidos,
vem sendo associada a uma area de interesse crescente no estudo da inflamacéao, a
resolugdo da inflamagdo (SERHAN; SAVILL, 2005). O acumulo e a persisténcia de
leucocitos nos tecidos é uma caracteristica marcante da inflamacdo crénica. A
apoptose e a ‘limpeza’ das ceélulas apoptoticas sdo reconhecidos como mecanismos
de resolucéo da inflamacéo in vivo (HASLETT, 1999).

A apoptose dos polimorfonucleares e sua posterior fagocitose por macréfagos
permitem a ‘limpeza’ das células mortas nos sitios inflamatérios. Estudos de Fadok e
colaboradores (2001) demonstraram que a fagocitose de células apoptoéticas
realizada por macrdéfagos promove a liberagcdo de citocinas antiinflamatérias como
TGF-B e IL-10 que suprimem a atividade proé-inflamatoria dos mesmos. Estes
estudos in vitro foram estendidos a modelos de inflamagéo in vivo. A transferéncia
de células apoptoéticas para pulmdes estimulados com LPS reduziu a liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios e o recrutamento de leucécitos; este efeito foi revertido
pela administragdo do anti-soro neutralizante de TGF-8 (HUYNH; FADOK;
HENSON, 2002). Além disso, a captacdo de células apoptoticas pelos macréfagos
sinoviais mostrou melhorar a artrite induzida em camundongos (LENT, 2001).

Foi demonstrado que TGF- impede a producéo de citocinas pro-inflamatérias
ao inibir a fosforilagdo da MAPK p38 e a ativacdo do NF-kB (XIAO; MALCOLM;,;
WORTHEN, 2002). Assim, um dos principais papéis no modelo de regulacdo da
resposta inflamatdria foi atribuido a liberacao inicial de TGF-B (FADOK, et al., 1998).
Do mesmo modo, foi demonstrado que a interacdo células apoptoticas/fagocitos é

suficiente para inibir profundamente a produg&o da citocina inflamatéria IL-12 por
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macrofagos ativados, fazendo com que mudem de um estado pré-inflamatério a um
anti-inflamatério (KIM; ELKON; MAX, 2004).

Além do mais, propde-se que defeitos intrinsecos na apoptose e na ‘limpeza’
de células apoptoticas pode dar origem a doencas inflamatérias cronicas. Apoiando-
se nesta hipotese, foi demonstrado a supressdo da apoptose mediada por citocinas
em escarro de pacientes com doengas pulmonares neutrofilicas, inclusive a fibrose
cistica, fibrose idiopatica e pneumonia (TAYLOR, 2000). Um estudo recente,
também descreveu uma diminuicdo da fagocitose de células apoptéticas em
pacientes com fibrose cistica e bronquite. Além disso, a diminuicdo da fagocitose
tem sido associada a patogénese do lipus eritematoso sistémico (SAVILL, et al.,
2002).

Alguns trabalhos indicam que metabdlitos endogenos da PGD, (como a
15dPGJ;,) poderiam regular a apoptose dos leucécitos durante a resolugdo da
inflamag&@o in vivo. Isto pode explicar as propriedades antiinflamatérias destes
metabdlitos das prostaglandinas. Os sinais que promovem a apoptose leucocitaria
sdo importantes para a resolugdo de inflamacdo; porém, a apoptose,
individualmente, também pode promover a resolucdo da inflamagéo (SAVILL, et al.,
2002). Desta forma, é concebivel admitir que varios mecanismos contribuem para a
inducdo de atividades antiinflamatérias derivadas da interacdo entre células

apoptoticas e os fagocitos.
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1.7 INTERACAO FAGOCITO/CELULA APOPTOTICA

Uma das caracteristicas mais importantes do processo de apoptose é a
interacdo e posterior remocao das células apoptoticas ou de seus residuos por
fagocitos. O reconhecimento de células apoptéticas nédo é feito s6 por macréfagos,
mas também por células vizinhas do tecido, conhecidas como ‘fagécitos néo-
profissionais’. Devido a importancia do evento de reconhecimento/remocdo de
células apoptoticas, muitos esforgcos visando uma melhor compreensdo dos
mecanismos operativos deste evento vém sendo recentemente despendidos nesse
campo e muitos receptores e moléculas envolvidas nesse processo foram descritas
nos ultimos anos.

O reconhecimento das células apoptoticas envolve uma complexa seqiéncia
molecular. As células apoptoticas sinalizam que entraram em processo de morte
programada através da exibicdo de padrbes moleculares especificos. Um destes
padrdes é a exposicao de fosfatidilserina (PS) na superficie de células apoptéticas,
uma caracteristica que foi primeiramente descrita na apoptose de linfécitos e
posteriormente foi vista como um evento essencial na apoptose de qualquer célula
de mamifero (HENSON; HUME, 2006). Normalmente, os residuos de PS ficam no
folheto interior da membrana e sua exposi¢do no folheto externo € um dos primeiros
eventos que se passa na superficie de uma célula em processo de apoptose, e ja
comecga a ocorrer apenas 5 minutos apos a inducdo de apoptose por estresse
oxidativo com H202 (MOURDJEVA et al., 2005). Brevemente, este processo parece
envolver modificacdes na atividade de duas enzimas: (a) a ativagdo da enzima
fosfolipideo scramblase, que aumenta o movimento bidirecional de lipideos através
da dupla camada da membrana, um movimento conhecido como flip-flop e (b) a

inativagdo da enzima aminofosfolipideo translocase, que retornaria a PS para a
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camada interna da membrana citoplasmatica. Estas alteracbes enzimaticas
irreversiveis parecem estar relacionadas com a atividade da enzima caspase-3
(HENSON; HUME, 2006). A exposicado de PS parece ser um evento critico para o
reconhecimento/remocao de células apoptéticas por macrofagos. Apesar de muitos
outros receptores participarem deste processo, na auséncia de PS a fagocitose de
células apoptéticas €é minima. Adicionalmente, a seletividade e a
estereoespecificidade deste processo de reconhecimento indicava o envolvimento
de um receptor protéico na membrana de fagocitos. Este receptor de PS (PSR) foi
logo descrito, clonado e estudado. Surpreendentemente, encontrou-se uma ampla
distribuicdo deste receptor que inclui praticamente todas as células de mamiferos.
Este achado ajuda a explicar o fato de que a maioria das células é capaz de realizar
a remocdo de células apoptdticas, independentemente da presenca dos fagoécitos
profissionais. A ativagdo do PSR por si promove a macropinocitoce em macrofagos,
0 que explica a importancia desta sinalizacdo para fagocitose de células apoptéticas
(FADOK, 2001; HENSON; HUME, 2006).

Outra classe de modificacdo de superficie em uma célula apoptotica que
sinaliza sua remocéo é a alteragdo nos carboidratos de membrana. Alteracdes de
carga na superficie de células apoptéticas sdo comuns e correlacionam-se com a
formacdo de conglomerados de carboidratos, mas até o presente, nenhuma
especifidade foi descrita. Em contrapartida, ha algumas evidéncias que demonstram
0 aumento da exposi¢cado da manose, e que esta exposi¢cao facilita a remogao destas
células. Além destas modificacdes citadas, ha uma série de outros receptores
expressos na membrana de fagocitos que estdo envolvidos no processo de
fagocitose de células apoptoticas, incluindo receptores scavengers, receptores de

LDL oxidada, CD14, a integrina a,83 € a glicoproteina 1, embora estas moléculas
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tenham sido pouco estudadas neste contexto até o momento (para revisao, ver

HENSON; HUME, 2006).

1.8 MIMETISMO APOPTOTICO COMO ESTRATEGIA FARMACOLOG ICA

Com base no exposto anteriormente, a fosfatidilserina tem sido colocada
como uma molécula central, sendo obrigatoria, na interag@o entre fagocitos e corpos
apoptoticos (FADOK et al, 2000; FADOK et al., 2001). Neste contexto, Huynh e
colaboradores (2001) exploraram se a PS poderia mimetizar os efeitos supressivos
sobre a ativacdo de macréfagos que as células apoptoticas apresentavam. Neste
trabalho pioneiro foi demonstrado que lipossomas contendo PS sdo capazes de
mimetizar diversos efeitos de células apoptoticas, tais como a inibigcdo da producéo
de TNF-a e a indugéo da expresséo de TGF-B (HUYNH; FADOK; HENSON, 2002).

Na sequéncia, este mesmo grupo seguiu com o estudo de alguns efeitos de
lipossomas de PS sobre a atividade de macrofagos in vitro, e mais recentemente
sobre algumas funcdes do sistema imune in vivo. Os autores demonstraram que
enquanto uma célula apoptdtica desencadeava a expressdo de TGF-B, células
apoptoticas opsonizadas, ou células apoptéticas que ndo expressavam PS durante o
processo de apoptose falharam em induzir a expressdo de TGF-3 por macrofagos.
Além disso, Huynh e colaboradores, (2002) também demonstraram que lipossomas
de PS, ou a prépria PS diretamente transferidas para a superficie da membrana de
células normais, eram suficientes para promover a expressdo de TGF-B e outros
componentes anti-inflamatérios em macréfagos. Esses trabalhos recentes do grupo
de Henson também ajudam a explicar alguns achados mais antigos do grupo de
Aramaki, que trabalhou com os efeitos de lipossomas de diferentes constituicoes

lipidicas sobre a atividade de macréfagos. Antes do conhecimento do carater anti-
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inflamatorio de células apoptéticas e antes de se compreender a biologia da PS
durante estes efeitos, Aramaki e colaboradores (1996) observaram que lipossomas
compostos de fosfolipideos anibnicos, tais como PS e acido fosfatidico, inibiam a
expressdo da enzima NOS-2 em macréfagos ativados com LPS.

Com estes dados experimentais, ficou bem estabelecido na literatura que as
consequéncias da interacdo entre lipossomas de fosfatidilserina e macréfagos séo
muito  semelhantes as conseqUéncias da interacdo entre células
apoptoéticas/macrofagos (HUYNH; FADOK; HENSON, 2002; HOFFMAN et al., 2005),
tais como a inibicdo da expressdo de TNF-alfa e NOS-2 (ARAMAKI, 2000), bem
como o aumento da producdo de TGF-bl (FADOK et al., 1998; HUYNH; FADOK;

HENSON, 2002).

1.9 HETEROGENEIDADE DOS MACROFAGOS

Mondcitos circulantes podem dar origem a uma variedade de tipos de
méacrofagos residentes em tecidos de todo o corpo, bem como a células
especializadas, como células dendriticas (DCs) e osteoclastos. Mondcitos originam-
se na medula 6ssea, e, em seguida, sao liberados no sangue periférico, por onde
circulam durante varios dias antes de entrarem nos tecidos e diferenciarem-se na
populagdo de macréfagos residentes (GORDON, 1986).

Estudos do sistema mononuclear fagocitario, utilizando anticorpos
monoclonais especificos para diferentes receptores da superficie celular e
diferenciac@o de antigenos, mostraram que existe uma grande heterogeneidade de
fendtipos, que provavelmente refletem a especializacdo individual das
subpopula¢des de macrofagos em cada microambiente. Por exemplo, o papel dos

osteoclastos na remodelacdo d6ssea; a expressdo de receptores scavengers e de
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reconhecimento de padrdo por macréfagos alveolares, que estdo envolvidos na
captura de microorganismos, virus e particulas ambientais nos pulmdes; o
posicionamento dos macréfagos no timo e os macréfagos presentes no bago, no
centro de depuracéo dos linfocitos apoptoticos que sdo gerados durante a resposta
imune (GORDON; TAYLOR, 2005).

O tubo digestivo é uma das mais ricas fontes de macrofagos no corpo, e o
isolamento de macré6fagos da lamina prépria pds em evidéncia um fendtipo Unico de
macrofagos que € caracterizado pela alta atividade fagocitica e bactericida, mas
fraca producdo de citocinas pro-inflamatérias. Este fenétipo pode ser induzido em
macrofagos derivados do sangue periférico por produtos de células do estroma
intestinal, o que indica que o microambiente do tecido pode influenciar
significativamente o fendtipo do macréfago residente (GORDON; TAYLOR, 2005).

Esta diferenca pode refletir na resposta da interagédo entre células apoptoticas
e fagocitos. Fadok e colaboradores (1992), compararam os diferentes mecanismos
envolvidos no reconhecimento de células apoptoticas em diferentes sub-populacdes
de macréfagos residentes. Os autores demonstraram que macréfagos peritoneais
realizam a fagocitose através da interacdo com a PS, enquanto que macrofagos da
medula Ossea utilizam receptores de vitronectina e integrinas a,83. Um segundo
exemplo € um estudo mostrando que macrofagos advindos de diferentes regides
anatomicas (bago e peritdnio) demonstram diferengas com relagéo a expresséo de
receptores, bem como capacidade fagocitica (macréfagos peritoneais apresentaram
maior atividade) e producdo de NO e IFN-y, além do estimulo imunogénico na
proliferac@o de células T (macrofagos do baco apresentaram maior producéo) (LIU;
et al, 2006). Assim, o mecanismo de reconhecimento de células apoptéticas pode

ser determinado pela subpopulacdo de macréfagos estudada, o que pode interferir
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nas respostas e atividades antiinflamatorias derivadas da interacdo entre células

apoptoticas e o fagocito.

1.10 JUSTIFICATIVA

Apenas alguns trabalhos exploraram a importancia e mecanismos da
interacdo/fagocitose de células apoptoticas in vivo, como Ramos e colaboradores
(2007), que demonstraram a atividade antiinflamatéria dependente de PPAR de
lipossomas de fosfatidilserina na resolugdo da fase tardia do edema de pata
promovido por carragenina em camundongos. Entretanto, devido ao modelo
utilizado, houve pouco aprofundamento em relacéo a influéncia dos lipossomas de

PS na migragéao celular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:

Estudar a influéncia dos lipossomas de fosfatidilserina no processo

inflamatdrio induzido por carragenina em modelo de bolha de ar em camundongos.

2.2 Objetivos especificos:

- Estudar o efeito dos lipossomas de fosfatidilserina na migragdo celular
induzida por carragenina no exsudato da bolha de ar;

- Analisar os tipos celulares presentes no exsudato e a influéncia dos
lipossomas de PS nos mesmos;

- Avaliar a possivel formagéo de um ‘fator de transferéncia’ com ac¢éo inibitéria
na migragao celular;

- Investigar a participagdo dos macrofagos, natureza e formagdo dos

possiveis mediadores liberados nos efeitos anti-inflamatorios dos lipossomas de PS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas e machos, com idade entre 3 a
4 meses (30-40 g), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
(22 £ 2C) e ciclo claro/escuro (12/12hs) controlad os, com livre acesso a
alimentacdo e agua até o momento do experimento. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica para uso de Animais da UFSC (Protocolo
PPOO3/CEUA) e estdo de acordo com as Diretrizes de Cuidados com Animais de
Laboratério dos Institutos Nacionais de Saulde, dos Estados Unidos da América

(NIH; USA).

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.2.1 Modelo da bolha de ar (air-pouch) em camundon  gos

Este modelo consiste da formacédo de uma cavidade artificial no dorso dos
animais a partir da inje¢cdo subcutdnea de ar estéril. Neste estudo seguiu-se o
procedimento descrito por Ribeiro e colaboradores (1991). Inicialmente, injetou-se 5
ml de ar em animais sedados com tribromoetanol (estoque 2,5% em PBS; 125
mg/kg, IP) e, apods trés dias, a cavidade € mantida com a inje¢cao de mais 3 mL de
ar. No sétimo dia, injetou-se o agente flogistico de interesse, no presente estudo 500
ul de carragenina (Sigma, Lambda - Tipo 1IV) a 1% diluida em PBS estéril. Os
animais controles receberam 500 pL de PBS. Em diferentes tempos apds a inducéo
da inflamagé&o, os animais foram sacrificados com hidrato de cloral (estoque 30% em
PBS; 3750 mg/kg), fixados em mesa cirurgica e as bolsas de ar abertas e lavadas,

com auxilio de uma pipeta automatica, com 1 mL de PBS estéril tamponado (pH 7,4)
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e heparinizado (10 Ul/ml). O lavado foi aliquotado em microtubos, em diluicGes
variadas, para contagem global e diferencial das células presentes no exsudato e
concentragao protéica.
3.2.2 Contagem celular total

Para contagem global das células foi utilizada uma diluicdo de 1:20 dos
conteudos das bolha de ar, em solugéo de Turk (acido acético 2%), utilizando-se de
uma camara de Neubauer e um microscopio 6tico comum (aumento 100 vezes).
3.2.3 Contagem celular diferencial

Para contagem diferencial os lavados da bolha de ar foram diluidos 1:20 em
PBS estéril heparinizado. Aliquotas de 60 pl foram utilizadas para a confec¢do dos
esfregacos celulares em citocentrifuga (Cytospin®, model 7620, Wescor, Logan,
Utah, EUA) e corados pelo método de May-Grinwald-Giemsa (ver abaixo). A
contagem celular diferencial (polimorfonucleares, mononucleares e mastdcitos) foi
realizada em microscoépio optico comum (aumento de 400 vezes), contando-se 100
células por lamina.
3.2.4 Coloragéo dos esfregacos celulares

A metodologia consiste na coloracdo sucessiva de eosinato de azul-de-
metileno (May-Griunwald — 0,2 g diluidos em 100 ml de alcool metilico) e de azul-
eosina (Giemsa — 0,3 g + 25 ml de glicerina diluidos em 25 ml de &lcool metilico). As
lAminas obtidas na citocentrifuga foram secas a temperatura ambiente. Em suporte
de coloracdo apropriado, as laminas foram cobertas com May-Grunwald e deixadas
por 2 minutos. A seguir adicionou-se agua destilada nas |aminas ainda em presenca
do corante de May-Griinwald. Apds 3 minutos, o corante foi removido e cobriu-se a
lAmina com o corante Giemsa (diluido 1:20 em Agua destilada) por 15 minutos,

seguido da lavagem das laminas para posterior leitura.
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3.2.5 Concentragéo de proteinas

Aliquotas do exsudato foram centrifugadas a 2000 g durante 15 minutos, o
sobrenadante coletado foi armazenado a -20C para posterior andlise da
concentracdo de proteina pelo método de Bradford. Este método é baseado na
interacdo entre o corante “Coomassie Brilliant Blue” BG-250 e proteinas que contém
aminoacidos com cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacgdo, a
interacdo entre a proteina e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anionica, que absorve fortemente em 595 nm (BRADFORD,

1976).

3.3 Preparacédo e tratamento com lipossomas de fosfa tidilcolina (PC) ou
fosfatidilserina (PS)
3.3.1 Preparacéo dos lipossomas

Vesiculas de lipossomas constituidas de fosfolipideos foram preparadas de
acordo com metodologia previamente descrita por Huynh e colaboradores, (2002),
com pequenas alteracdes. Os fosfolipideos foram dissolvidos em uma solugéo de
cloroférmio/metanol (90:10), evaporados a vacuo e por fim ressuspendidos em PBS
e agitados em ultra-som (Ultrasonic Processor, Cole-Parmer, IL, EUA) durante 40
minutos. Os fosfolipideos usados neste trabalho foram constituidos de uma mistura
de fosfatidilserina ou de fosfatidilcolina em pureza da ordem de 50%, sendo o
restante constituido por outros fosfolipideos.
3.3.2 Tratamentos

Lipossomas de PS ou PC foram administrados por via intraperitoneal ou

diretamente na bolsa de ar em doses que variavam de 10 a 100 mg/kg. A maioria
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dos tratamentos com lipossomas foi feita 8 horas apds a injecdo de carragenina, e

em outros periodos, de acordo com o objetivo especifico de cada experimento.

3.4 OBTENCAO DO LAVADO PERITONEAL (‘FATOR DE TRANSF ERENCIA) E
TRATAMENTOS
3.4.1 Obtencéo do lavado

Em diferentes tempos apds a aplicagéo intraperitoneal de PS, PC ou PBS (2,
8, ou 24 horas), camundongos ‘doadores’ (animais sem bolha de ar e sem injecéo
de carragenina) foram sacrificados por deslocamento cervical, em seguida foi
injetado na cavidade peritoneal 1 ml de PBS estéril + heparina (10 Ul/mL). Apos leve
massagem, procedeu-se a aspiracdo do lavado peritoneal. O material coletado
individualmente foi separado em diferentes microtubos para realizagdo das
contagens global e diferencial (como descrito) e separacdo do sobrenadante,
atraves de centrifugacéo a 2000 g por 15 minutos.
3.4.2 Tratamentos

ApoOs a centrifugacdo, os sobrenadantes livres de células provenientes de
diferentes animais ‘doadores’ foram misturados. Aliquotas deste pool foram
administradas em animais ‘receptores’ seguindo o mesmo protocolo utilizado no

tratamento com os lipossomas, e os volumes injetados foram 100, 250 e 500 pl.

3.5 ESTUDOS RELATIVOS AO ‘FATOR DE TRANSFERENCIA' O BTIDO PELO
TRATAMENTO COM LIPOSSOMAS
3.5.1 Anélise da natureza do ‘fator de transferénci a’

Para esta analise, o sobrenadante foi submetido a fervura durante 15 minutos

ou a incubag&o com tripsina (25 pg/ml) a 37C por 15 minutos. Para inativagdo da
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tripsina ap6s o término do periodo de incubacgédo, adicionou-se SBTI (inibidor de
tripsina do feijédo de soja, 50 pg/ml). Como controle utilizou-se PBS fervido ou PBS +
tripsina + SBTI (na mesma seqiéncia e concentracdes utilizadas acima), de acordo
com o ensaio. Aliquotas destas diversas combinacdes foram injetadas em animais
‘receptores’, como descrito acima.

3.5.2 Andlise da necessidade de sintese do ‘fator d e transferéncia’

Para avaliar se o ‘fator de transferéncia’ € sintetizado ou se ja existe
estocado, animais ‘doadores’ foram tratados com cicloheximida (inibidor de sintese
protéica, sc, 10 mg/Kg; Karuna et al., 2007), 6 horas antes da administracdo da PS.
Dai em diante, o procedimento foi idéntico como acima descrito.

3.5.3 Andlise da possivel origem celular do ‘fator de transferéncia’
- Macréfagos

Na tentativa de elucidar a participagdo dos macréfagos na liberagdo do ‘fator
de transferéncia’, foi administrado 1 ml de meio de tioglicolato (3%) ip em animais
‘doadores’, 4 dias antes da aplicagédo de PS ou PBS (utilizado como controle). A
obtencéo do lavado foi como anteriormente descrita.

- Analise da acao local do ‘fator de transferéncia’

Para determinar se o fator teria acdo se administrado por outra via, além da

acao via intraperitoneal, o lavado foi administrado diretamente na bolsa de ar,

previamente estimulada por carragenina, e também via intramuscular (IM).
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3.6 Compostos e reagentes

Carragenina lambda tipo [V, SBTI, tioglicolato, tripsina, tribromoetanol,
ciclohexemida foram comprados da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
NacCl, KCI, CaCl,, MgSO4, KH,PO4, NaHCO3;, NaHPO,, provenientes da Merck (Séo
Paulo, SP, Brasil). Heparina sddica, gentilmente cedida por Cristélia Produtos
Farmacéuticos (Sdo Paulo, SP, Brasil). Os fosfolipideos foram adquiridos da

Purifarma (ltalia).

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A
andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias, seguida, quando apropriado, pelo teste de Bonferroni (comparagdes com o

grupo controle). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DO MODELO

Inicialmente, procedeu-se a caracterizagdo do modelo nas condigbes
existentes em nosso laboratorio. Esta caracterizacéo foi realizada através da analise
temporal do numero total e diferencial das células encontradas no exsudato da
cavidade artificial. Para esta andlise animais receberam carragenina (500 ul de
solucéo 1%) diretamente na bolha de ar, o exsudato formado foi retirado e analisado
em diferentes horarios (8, 24, 48, 72 horas) quanto ao numero total de células
(Figura 1) e quanto & composicdo celular (Figura 2). Observou-se que as células
encontradas em maior niumero no exsudato foram as polimorfonucleares, seguidas
de mastoécitos e de mononucleares. As células polimorfonucleares apresentam seu
pico numérico 24 horas apos a injecao de carragenina, reduzindo seus niveis em 48
e 72 horas. J& os mastécitos e as células mononucleares, apesar de terem um
aumento pronunciado em 24 horas, tiveram seu pico de influxo em 72 horas (Figura
2 — Painel A). Além do mais, em 72 horas ocorre uma inversdo na propor¢ao da
célula majoritariamente presente no exsudato, passando a ser os mastdcitos e nao

mais células polimorfonucleares (Figura 2 - Painel B).
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Figura 1: Curso temporal da celularidade no modelo bolha de ar (air-pouch) induzida

por carragenina em camundongos.



RESULTADOS 27

2.5%x107 .

|
£ 2.0x107
1074
a3 - —~— PMN
>
T 15x1071 -O-MN
o - Mastocitos
© 7
S 1.0x10
(O]
£ 50x10°
N}
=z

0-

24 48 72
Tempo (horas)

o
©

127 CIPMN

<
s
& 100- 1.6% - o — s . VN
‘S 23,3% 31,6% 50,3% L.
S 75 [ Mastocitos
5] 7
2
°
= 50
2
< 254
g 90,6% 67,8% 59,3% 26,0%
O 0
T T T T
8 24 48 72

Tempo (horas)

Figura 2: Curso temporal da celularidade diferencial no modelo de bolha de ar (air-
pouch) induzida por carragenina em camundongos. Painel A: Curva temporal do
perfil de células encontradas no exsudato da bolha apdés a administracdo de
carragenina. Painel B: Percentual dos diferentes tipos de células encontradas no

exsudato em diferentes tempos.
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42 EFEITO DO TRATAMENTO COM LIPOSSOMAS DE PS E PC NO
DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO INFLAMATORIO NO MODELO BOLHA DE
AR (AIR-POUCH)

4.2.1 Dependéncia da dose, tempo e via de administr agdo no efeito dos
lipossomas de PS e PC

Na tentativa de melhor explorar o efeito anti-inflamatério dos lipossomas de
PS no modelo, foi observado que a administragdo intraperitoneal de lipossomas de
PS, mas ndo de PC, 8 horas apds a injecdo de carragenina, promoveu reducdo no
influxo celular para a cavidade de maneira dependente da dose (Figura 3).

Em seguida foi estudada a influéncia da administragéo de lipossomas de PS
em tempos diferentes sobre o curso da resposta celular. Observou-se que o efeito
inibitério de uma Unica dose de lipossomas (100 mg/kg) foi igualmente efetiva se
administrada em diferentes tempos apés o estimulo inflamatério. A eficacia
alcancada pelos tratamentos realizados, 4 ou 8 horas apos, e concomitantemente
com a injecao de carragenina, foram muito semelhantes (Figura 4).

Neste estudo também foi avaliada se havia diferencas nos efeitos
produzidos pelos lipossomas de PS e a via de administragéo. Foi observado que a
administragdo via intraperitoneal foi a Unica que produziu redug&o no influxo celular
quando comparada com as outras vias testadas, intramuscular e diretamente no

local da inflamacéo (Figura 5).
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Figura 3: Curva dose-resposta do efeito do tratamento com lipossomas de PS e PC,
ip, 8 horas ap0s a carragenina, na migracdo celular no modelo de bolha de ar em
camundongos. As contagens foram realizadas 24 horas ap6s a administracdo de
carragenina. Analise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de

Bonferroni. * indica P < 0,05 em relag&o ao grupo controle (barra cheia).
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Figura 4: Estudo da influéncia do tempo de administracéo de lipossomas de PS e
PC (100 mg/kg — ip — 0, 4, 8 horas ap0s a carragenina), sobre o curso da resposta
celular. Os dados referem-se & medida no tempo de 24 horas apds a iniciagdo do
processo inflamatério. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do teste post

hoc de Bonferroni. * indica P < 0,05 em relacdo ao grupo PC de cada tempo.
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Figura 5: Dependéncia da via de administracdo nos efeitos anti-inflamatérios dos
lipossomas de fosfatidilserina. A andlise foi feita 24 horas apds a iniciacdo do
processo inflamatdrio. Tratamento com lipossomas de PS (100 mg/kg) via
intraperitoneal (IP), diretamente na bolha (IB) e intramuscular (IM). Analise
estatistica: ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de Bonferroni. * indica P <

0,05 em relagéo ao grupo controle (barra cheia).

4.2.2 Efeitos dos lipossomas de PS e PC no nimerot otal de células e no perfil
da migragéo celular na inflamagéo promovida por car ragenina no modelo de
bolha de ar

Os animais tratados com PS (100 mg/kg) apresentaram menor influxo
celular total, reflexo da diminuicdo do influxo dos trés tipos celulares analisados
(polimorfonucleares, mononucleares e mastocitos) (Figura 6 — Painéis A, B, C e D).
Apesar de em 72 horas ter sido observado um aumento no numero de
mononucleares e mastécitos nos animais tratados com PS (Figura 6 — Painéis C e
D), a quantidade encontrada foi menor que o controle. O influxo celular dos animais
tratados com PC apresentou um padréo parecido com o encontrado nos animais
controle, diferenciando-se apenas no que se refere a0 ndmero de mondcitos no

periodo de 72 horas (Figura 6 — Painel C).
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Figura 6: Estudo temporal do influxo de células encontradas no exsudato da bolha

em camundongos. Animais que receberam carragenina, submetidos aos tratamentos

com PS (triangulos), PC (circulos) (100 mg/kg) e como controle animais que

receberam somente veiculo (quadrados). Todos os tratamentos foram feitos 8 horas

apos a administracao de carragenina. Painel A: Numero total de células. Painel B:

Numero de células polimorfonucleares (PMN). Painel C: Numero de células

mononucleares (MN). Painel D: Numero de mastdcitos. Analise estatistica: ANOVA

de duas vias, seguido do teste post hoc de Bonferroni. * indica p < 0,05 em relagéo

ao grupo controle.
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4.2.3 Efeito dos lipossomas de PS e PC na concentra  ¢&o de proteinas

Uma vez observado que o tratamento com lipossomas de PS causou
reducdo do numero de células no exsudato, foi realizada a dosagem da
concentracdo de proteinas 24 horas ap6s a indugéo da inflamagéo por carragenina.
Observou-se que o tratamento com lipossomas de PS (100 mg/kg), além de reduzir
0 numero de células encontradas no exsudato também causou a redug&o nos niveis
protéicos, 0 que ndo ocorreu com 0S animais que receberam tratamento com

lipossomas de PC (100 mg/kg) (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do tratamento com lipossomas de PS e PC sobre o acumulo de
proteinas no modelo de bolha, em camundongos. A dosagem foi feita 24 horas apos
a iniciacdo do processo inflamatério. Os lipossomas (100 mg/kg) foram injetados por
via ip 8 horas apoés a aplicacédo de carragenina. Analise estatistica: ANOVA de uma
via, seguido do teste post hoc de Bonferroni. * indica P < 0,05 em relag&o ao grupo

controle.
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4.2.4 Efeito do tratamento intraperitoneal com lipo  ssomas de PS e PC sobre o
namero de células peritoneais

Os efeitos do tratamento com lipossomas de PS e PC também foram
avaliados em relagdo ao numero de células encontradas no lavado peritoneal.
Encontrou-se que os tratamentos intraperitoneais com lipossomas de PS e PC néo
induziram aumento no numero de células residentes no peritbneo (Figura 8). Os

dados foram coletados 8 horas apos os tratamentos.
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Figura 8: Numero de células peritoneais de camundongos, apos o tratamento com
lipossomas PS ou PC (100 mg/kg, i.p.). Oito horas apos a injecdo de PS ou PC, os
animais foram sacrificados, o peritdneo foi lavado com 1 mL de PBS, seguido da

aspiragéo do lavado, para posterior contagem em camara de Neubauer.
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4.3 ESTUDOS DO LAVADO PERITONEAL OBTIDO APOS O TRAT AMENTO COM

LIPOSSOMAS
4.3.1 Verificacdo do efeito redutor de migracdo do lavado peritoneal na
celularidade do processo inflamatério no modelo da bolha de ar

Neste ensaio foi observado que os animais ‘receptores’ tratados com lavado
peritoneal obtido de animais ‘doadores’ que receberam PS por via ip, apresentaram
um menor influxo celular total. O volume do lavado utilizado como tratamento foi de
500 uL, referente ao volume total de lavado possivel de ser aspirado do animal
‘doador’. Este efeito inibitério ndo foi obtido quando os animais ‘receptores’ foram
tratados com lavado obtido de animais ‘doadores’ que receberam PC, PBS ou que
foram tratados com o sobrenadante de lipossomas de PS centrifugados (Figura 9). A
migracdo para a bolha foi avaliada 24 horas apdés a iniciagdo do processo

inflamatdrio pela carragenina.
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Figura 9: Efeito do lavado peritoneal de camundongos injetados com lipossomas de
PS ou de PC. Animais ‘doadores’ (ver Materiais e Métodos) foram sacrificados 8
horas apés receberem PS, PC (100 mg/kg) ou PBS. A cavidade peritoneal foi lavada
com 1 mL de PBS, seguido da aspiracdo do lavado e sua centrifugagéo.
Posteriormente os sobrenadantes livres de células provenientes de diferentes
animais ‘doadores’ foram misturados. Aliquotas deste pool foram administradas em
animais ‘receptores’ seguindo o mesmo protocolo utilizado no tratamento com 0s
lipossomas, sendo o volume injetado de 500 pL/animal. Analise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do teste post hoc de Bonferroni. * indica P < 0,05 em relag&o ao

grupo controle.
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4.3.2 Ensaio dose-resposta do efeito redutor de mig  ragao do lavado peritoneal
gerado pelo tratamento com lipossomas de PS

A injecdo de volumes crescentes do lavado peritoneal obtido pelo tratamento
com lipossomas de PS resultou em efeito volume-dependente. Animais ‘receptores’
que receberam 500 pl do lavado mostraram maior redugdo no ndmero total de
células, enquanto que os grupos que receberam volumes menores (250 ou 100 pl)

ndo mostraram inibicdo da migracéo estatisticamente significativa (Figura 10).
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Figura 10: Influéncia do volume do lavado no efeito inibitério de migragdo no modelo
da bolha. O protocolo experimental foi idéntico ao da Figura 9, variando-se apenas
os volumes de lavado injetados nos animais ‘receptores’. A contagem foi feita 24
horas apés a injecdo de carragenina. Analise estatistica: ANOVA de uma via,
seguido do teste post hoc de Bonferroni. * indica p < 0,05 em relagdo ao grupo

controle.
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4.4 ANALISE DO ‘FATOR DE TRANSFERENCIA’

Os dados até aqui obtidos indicam que a injeg&o ip de PS, mas néo de PC,
induziu o aparecimento de um ‘fator de transferéncia’ que inibiu a migragdo celular
induzida por carragenina na bolha. Os proximos experimentos visaram, entdo, fazer
uma caracterizagdo quimica e farmacologica preliminar do ‘fator de transferéncia’

formado no peritbneo.

4.4.1 Origem celular do ‘fator de transferéncia’ do lavado peritoneal gerado
pelo tratamento com lipossomas de PS

Foi inicialmente analisado se o aumento do numero de macréfagos
peritoneais resultaria em um aumento na formagao do ‘fator de transferéncia’. Para
isso, animais ‘doadores’ receberam tioglicolato quatro dias antes do tratamento com
lipossomas de PS ou PBS (utilizado como controle). Apos obtencdo do
sobrenadante do lavado, diferentes volumes foram utilizados no tratamento dos
animais ‘receptores’ (100, 250 e 500 nl). Observou-se que o grupo de animais
‘receptores’ que recebeu 100 pl do sobrenadante obtido pela injecédo de PS em
cavidades previamente estimuladas com tioglicolato, j& mostrou inibi¢do significativa

da migragdo. O mesmo perfil ocorreu com a inje¢ado de volumes maiores (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do aumento do nimero de macrofagos na poténcia do ‘fator de
transferéncia’. Foi administrado 1 ml de meio de tioglicolato ip em animais ‘doadores’
4 dias antes da aplicacdo de PS (100 mg/kg) ou PBS (utilizado como controle). A
obtencdo do lavado e o tratamento dos animais ‘receptores’ foram feitos como
anteriormente descritos. A celularidade da bolha foi avaliada 24 horas apoés a injecao
de carragenina. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc
de Bonferroni. * indica p < 0,05 em relag&o ao grupo controle de mesmo volume de

tratamento.

4.4.2 Natureza quimica do ‘fator de transferéncia’ do lavado peritoneal gerado
pelo tratamento com lipossomas de PS

Para esta andlise o pool dos lavados obtidos dos animais ‘doadores’ foi
dividido em partes que foram submetidos a diferentes manipula¢des. Aliquotas de
500 pL do material submetido a estes testes foram utilizadas para o tratamento dos
diferentes grupos de animais ‘receptores’. Neste ensaio foi observado que o efeito
inibitério da migracéo celular na bolha foi perdido nos lavados submetidos a fervura
ou a incubag&@o com tripsina (Figura 12). Os controles utilizados — PBS + Tripsina +

SBTI e PBS fervido — ndo apresentaram qualquer efeito.



RESULTADOS 40

|, 35x107
£
@ 28x107] I 1 T
=
@ 2.1x1071
o
()
T 1.4x107+
= *
()
£ 7.0x10°- —I=
zZ
O_
T T T T T
0 ] e > o
Q\\b Q Q\\b .Q,o\o .Q,o\o
@ O @ &S &
QQ? 3 & ¥ oF
Q
\\’Z’b boq &
NG R
\/’b-

Figura 12: Andlise da natureza do ‘fator de transferéncia’ gerado por PS no
peritbneo de camundongos. O sobrenadante retirado dos animais ‘doadores’ 8 horas
apdés o tratamento com PS foi submetido & fervura durante 15 minutos ou a
incubagédo com tripsina (25 pg/ml) a 37T por 15 minutos. Para a inativagdo da
tripsina, adicionou-se SBTI (50 pg/ml). Como controle utilizou-se PBS fervido ou
PBS + tripsina + SBTI (na mesma sequéncia e concentra¢cfes utilizadas). Aliquotas
de 500 pl destas diversas combinagdes foram injetadas em animais ‘receptores’.
Analise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de Bonferroni. *

indica p < 0,05 em relag&o ao grupo controle (PBS fervido).
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4.4.3 Necessidade de sintese protéica para formagdo  do ‘fator de transferéncia’
do lavado peritoneal obtido pelo tratamento com lip ossomas de PS

Para avaliar se o ‘fator de transferéncia’ é sintetizado ou se j4 existe pré-
formado, animais ‘doadores’ foram tratados com cicloheximida (10 mg/Kg), 6 horas
antes da administragdo de lipossomas de PS. Como controles foram utilizados
animais ‘doadores’ que receberam somente o veiculo (etanol) e apés 6 horas
receberam a administragdo dos lipossomas de PS, e outro grupo de ‘doadores’ que
receberam cicloheximida, mas que 6 horas apds este tratamento receberam PBS.
Neste ensaio foi possivel observar que a cicloheximida diminuiu parcialmente a
formagdo do ‘fator de transferéncia’, pois a agcdo do sobrenadante obtido dos
animais ‘doadores’ que receberam cicloheximida e PS foi reduzida quase pela
metade (Figura 13). O mesmo ndo ocorreu no tratamento com o sobrenadante dos
‘doadores’ que receberam somente veiculo e PS. Além disso, também foi observado
que o sobrenadante dos ‘doadores’ que receberam somente cicloheximida néo

interferiu no perfil inflamatério dos animais ‘receptores’.
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Figura 13: Efeito da cicloheximida na ac&o redutora do ‘fator de transferéncia’
formado pela inje¢éo de lipossoma de PS. A celularidade foi avaliada 24 horas ap6s
a iniciagdo do processo inflamatério por carragenina nos animais ‘receptores’.
Animais ‘doadores’ foram tratados com cicloheximida (CHX; 10 mg/Kg, sc) 6 horas
antes da administracédo da PS. Oito horas depois, foi realizada a coleta do lavado,
seguindo o mesmo procedimento descrito acima para obtencdo do sobrenadante.
Como controles foram utilizados animais ‘doadores’ que receberam veiculo + PS, e
animais ‘doadores’ que receberam apenas cicloheximida. Analise estatistica:
ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de Bonferroni. * indica p < 0,05 em

relagdo ao grupo controle e # indica P < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo.
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4.4.3 Dependéncia da via de administragéo no efeito do f  ator de transferéncia’
obtido pelo tratamento com lipossomas de PS

Para determinar se o ‘fator de transferéncia’ teria agdo se administrado por
outra via que nao a intraperitoneal, o fator foi administrado diretamente na bolsa de
ar, previamente estimulada por carragenina, e também por via intramuscular, em
diferentes grupos de animais ‘receptores’. Verificou-se que apenas o tratamento via
intraperitoneal reduziu o influxo celular, ndo sendo observado nenhum efeito quando

injetado por outra via (Figura 14).

3.0x107 T

2.0x107

1.0x107

Nudmero de células/mL

T T
Carragenina IP B M
Lavado PS

Figura 14: Dependéncia da via de administragédo para o efeito inibitério da migragédo
celular causado pelo ‘fator de transferéncia’. A andlise celular foi feita 24 horas apos
a iniciagdo do processo inflamatério por carragenina nos animais ‘receptores’. Os
lavados foram injetados 8 horas apdés a administracdo da carragenina (500
pl/animal) por via intraperitoneal (IP), diretamente na bolha (IB) e por via
intramuscular (IM). Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do teste post

hoc de Bonferroni. * indica p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho procedeu-se, inicialmente, a caracterizagdo do modelo
de “bolha de ar dorsal” (air pouch). Como ja mostrado em outros estudos, foi
observado que, nas primeiras 24 horas, as células encontradas em maior nUmero no
exsudato foram polimorfonucleares, seguidas das mononucleares. Entretanto,
também foi observado um grande influxo de mastdcitos para o exsudato, sendo
estas, as células encontradas majoritariamente em 72 horas. Apesar deste evento
ndo ser bem descrito na literatura, existem alguns relatos demonstrando a presenca
destas células no modelo de inflamagé&o utilizado, como Sin e colaboradores (1986)
que demonstraram a presenca de mastécitos no exsudato e nos tecidos adjacentes
a cavidade formada pela bolha de ar, principalmente juntos aos capilares. Além do
mais, outros estudos evidenciam a intima associa¢ao entre o aumento do nimero de
mastocitos e a angiogénese, o que pode explicar, em parte, 0 aumento do numero
de mastQcitos, pois este evento estaria correlacionado a formagdo de novos vasos
nos tecidos da cavidade formada. Fatores angiogénicos, como TGF-3, PAF, VEGF,
bFGF e PD-ECGF, estariam envolvidos na quimiotaxia dos mastécitos (GRUBER,;
MARCHESE; KEW, 1995). Além do ja exposto acima, a presenca majoritaria de
mastocitos em periodos tardios analisados (72 horas) pode ser esclarecida por
algumas evidéncias recentes, demonstrando a capacidade antiinflamatéria destas
células. Apesar de ainda ndo se saber 0 exato mecanismo pelo qual isto ocorre,
alguns candidatos que podem estar envolvidos sdo a heparina, as quimases e as
triptases (PUXEDDU; et al, 2005). De qualquer forma, o achado interessante no
nosso estudo foi o fato de que ha um grande ndmero de mastécitos no exsudato, o

que sugere que estas células estejam migrando ativamente para o sitio inflamatorio.



DISCUSSAO 45

Este aspecto demanda maior investigacéo, j& que embora tenhamos procurado na
literatura, ndo h& trabalhos estudando as razfes desta grande migracdo de
mastocitos nem qual seu papel neste modelo de resposta inflamatoria.

ApoOs a caracterizacdo do modelo, deu-se inicio ao estudo do efeito dos
lipossomas de fosfatidilserina na inflamagé&o induzida por carragenina no modelo de
bolha de ar. Foi mostrado em modelo de edema de pata de camundongo (RAMOS
et al., 2007), que lipossomas de fosfatidilserina inibem o desenvolvimento do edema.
Entretanto, ndo foi encontrado grande efeito na contagem de células inflamatérias.
Como a migragédo celular é elemento fundamental na resposta inflamatéria, optamos
pelo estudo em um modelo onde a migragdo € um fendmeno central. Desta forma,
optou-se por explorar a agado dos lipossomas de PS no modelo bolha de ar, na
tentativa de entender quais suas acdes sobre a migracdo de células inflamatoérias.

Lipossomas de PS foram inicialmente propostos como uma estratégia de
mimetismo apoptotico em um estudo pioneiro de Huynh e colaboradores (2002).
Neste trabalho, estes autores demonstraram que enquanto células apoptéticas
desencadeavam a expressao de TGF-B1, células apoptéticas que ndo expressavam
PS durante o processo de apoptose, falhavam em induzir a expressao de TGF-B1
em macrofagos. Além disso, Huynh e colaboradores, (2002) também demonstraram
que lipossomas de PS, ou a propria PS diretamente transferida para a superficie da
membrana de células normais, eram suficientes para promover a expressao de TGF-
B1 e outros componentes anti-inflamatérios em macréfagos.

Neste contexto, ficou bem estabelecido na literatura que as consequéncias da
interacdo entre lipossomas de PS e macrofagos sdo muito semelhantes as
consequéncias da interacdo entre células apoptoticas e macrofagos (HOFFMAN et

al., 2005), tais como a inibicéo da expressédo de TNF-a e NOS-2 (ARAMAKI, 2000),
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bem como o aumento da producédo de TGF-B1 (FADOK et al.,, 1998; HUYNH;
FADOK; HENSON, 2002).

Com base no que foi exposto acima, observou-se que o tratamento com
lipossomas de PS, mas n&o de PC, promoveu redugdo no influxo celular para a
cavidade de maneira dependente da dose. Estes resultados s&o consistentes com a
nocao de que a sinalizacdo que envolve a fosfatidilserina tem papel relevante na
resolucao da inflamacgéo.

Além de explorar os efeitos do tratamento com lipossomas de fosfatidilserina
de maneira dependente da dose administrada, no presente trabalho também foram
explorados alguns aspectos relacionados com a cinética dos efeitos desse
tratamento. Uma (nica administracdo (100 mg/kg), 8 horas apds a indugédo do
processo inflamatorio, resultou numa redugdo da mesma eficicia alcangada pelos
tratamentos realizados 4 horas ap6s, ou concomitantemente com a inducdo da
resposta inflamatoria. Em conjunto, estes resultados sugerem que as agles
antiinflamatorias dos lipossomas de PS independem de interferéncia nas
quimiocinas proé-inflamatorias iniciais. Foi caracterizado por Garcia-Ramallo e
colaboradores (2002) que, no modelo de bolha de ar, os picos de sintese de
mediadores pré-inflamatorios (KC, MIP-2, MIP-1a, RANTES e TNF-a) ocorrem em
até 6 horas apos a administracdo da carragenina, sendo a MCP-1 a Gnica em que a
sintese é sustentada até 24 horas apos a indugéo.

Neste estudo também foi avaliado se haviam diferengas entre as vias de
administracdo dos lipossomas de PS (100 mg/kg) e os efeitos anti-inflamatorios
produzidos. Foi observado que a administragdo via IP foi a Unica que produziu
redugdo no influxo celular quando comparada com as outras vias testadas, a

intramuscular e a diretamente no local da inflamagdo. Em dados ndo mostrados de
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nosso laboratério, foi observado que o tratamento via SC também teve auséncia de
acao sobre o edema de pata induzido por carragenina. Esta diferenga de efeito pode
estar relacionada ao fato de que ndmero de macréfagos residentes presentes no
peritbneo € muito maior que o niamero encontrado nos tecidos adjacentes a bolha ou
no musculo do animal. Além disto, esta diferenca também pode estar relacionada a
heterogeneidade dos macrofagos residentes, j& que, como comentado anteriormente
(FADOK et al., 1992), o mecanismo de reconhecimento de células apoptéticas pode
ser determinado pela sub-populacédo de macréfagos envolvida, o que pode interferir
nas respostas e atividades antiinflamatérias derivadas da interagdo entre os
lipossomas de PS e os macréfagos. Assim, os macrofagos peritoneais reconhecem
células apoptoticas através da exposicao da fosfatidilserina, o que pode n&do ocorrer
com a subpopulagdo de macrofagos residentes em outros tecidos, sendo necessaria
a interacdo adicional com algum outro fator da membrana, ou outro diferente da
fosfatidilserina. Vale ressaltar a falta de efeito dos lipossomas de PS quando
aplicados diretamente na bolha, excluindo, assim, a possibilidade de uma acgao
detergente do mesmo.

A reducdo do influxo celular observado pelo tratamento via ip foi um reflexo
da diminuicdo do influxo dos trés tipos celulares analisados (polimorfonucleares,
mononucleares e mastdcitos). Apesar de em 72 horas ter sido observado um
aumento no nimero de mononucleares e mastécitos nos animais tratados com PS, a
quantidade encontrada foi menor que o controle. A0 menos em parte estes
resultados podem ser explicados pela agao de redugao na producéo/liberagéo de IL-
1B pelos lipossomas de PS (RAMOS et al., 2007). A IL-1B é um importante mediador
pro-inflamatorio que participa na dindmica da inflamacdo promovendo a expressao

de moléculas de adesdo, migragdo de leucdcitos e aumento da permeabilidade
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vascular (HALLEGUA; WEISMAN, 2002; DINARELLO, 1993). Este evento pode
também estar correlacionado com o0s resultados obtidos na reducdo do
extravasamento protéico apresentado pelo tratamento com lipossomas de PS.
Portanto, a capacidade dos lipossomas de PS em reduzir o influxo do namero de
células e o extravasamento protéico estaria correlacionada com a reducdo na
producédo de IL-1B3. Nesta linha de evidéncia, Fadok e colaboradores (1998)
demonstraram in vitro que macrofagos incubados com células apoptéticas
apresentavam secrecdo diminuida de uma série de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo IL-1B8 e TNF-a, ap6s estimulagdo com LPS. Neste mesmo trabalho, estes
autores explicaram que essa inibicdo na secrecao de citocinas pelo tratamento com
células apoptoticas era dependente da formagéo e sinalizagcdo paracrina de TGF-B e
PGE,. Em outro estudo, Otsuka e colaboradores, (2004) demonstraram que o
tratamento in vitro de macréfagos ativados com lipossomas anibnicos (como
lipossomas de PS) promovia a diminuicdo na secre¢cdo de TNF-a por macrofagos
ativados com LPS, e que esta ativagdo era dependente da ativagdo da cascata de
guinases ERK.

Com intuito de limitar as interferéncias de um possivel fenébmeno de contra-
irritacdo nos resultados obtidos, os efeitos do tratamento com lipossomas de PS e
PC também foram avaliados em relacdo ao numero de células encontradas no
lavado peritoneal. Isto teve a finalidade de demonstrar que a aplicagdo
intraperitoneal de lipossomas de PS néo estaria causando um processo inflamatorio
que estaria diminuindo a inflamagéo induzida na bolha.

O fendbmeno de contra-irritagdo € uma observacdo clinica comum.
Entretanto, este fenbmeno nao foi cientificamente analisado a fundo até os ultimos

anos (SZOLCSANYI, et al., 1998). Existem apenas algumas teorias que tentam
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explicar o fenémeno propondo uma liberagéo local de mediadores anti-inflamatorios
(WILLER; BOUHASSIRA; LE BARS, 1999). Em nosso trabalho, encontrou-se que o
tratamento intraperitoneal com lipossomas de PS e PC néo induziu aumento no
ndamero de células residentes no peritbneo, o que pode sugerir a auséncia de
interferéncia de um fendbmeno de contra-irritagdo nos resultados observados.

Tendo como base o trabalho de Aramaki, (2002) que demonstrou que apés
a interagcdo com lipossomas de fosfatidilserina in vitro, macréfagos iniciam a
expressdo de TGF-B, explorou-se a possibilidade da capacidade antiinflamatéria do
lavado peritoneal centrifugado de animais 'doadores' que receberam lipossomas de
PS. Neste ensaio foi observado que animais ‘receptores’ tratados com lavado
peritoneal, obtido de animais ‘doadores’ que haviam recebido PS por via ip,
apresentaram um menor influxo celular total e que esta resposta antiinflamatéria era
dependente do volume do lavado utilizado no tratamento. Este resultado indica que
a injecao ip de PS induziu o aparecimento de um ‘fator’ que inibiu a migragéao celular
induzida por carragenina na bolha. Além do mais, foi demonstrado que o aumento
no numero de macrofagos peritoneais nos animais 'doadores' resultou em uma
potencializagéo da agéo do lavado peritoneal. Em conjunto, estes resultados indicam
que a interacdo entre os lipossomas de fosfatidilserina com os macréfagos esta
produzindo/liberando fatores anti-inflamatoérios, e que esta producéol/liberacdo é
dependente do numero de macréfagos que entram em contato com os lipossomas
de PS.

Ao analisar a natureza quimica do ‘fator' foi observado que o mesmo é
degradado quando submetido a fervura ou a incubagdo com tripsina, apontando
para a possivel natureza protéica do(s) 'fator(es)’ produzido/liberado(s). Estes

resultados vao ao encontro aos estudos ja descritos acima, pois ambos, TGF-beta e
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IL-10, substancias comprovadamente liberadas na interagéo entre lipossomas de PS
e macréfagos, tém natureza protéica.

Além de explorar a natureza quimica do(s) fator(es), foi analisado se o(s)
mesmo(s) estaria(m) sendo produzido(s) ou liberado(s). Foi observado que o
tratamento com cicloheximida diminuiu parcialmente a formagédo da(s) proteina(s),
levando a interpretagdo de que pelo menos parte das substancias envolvidas nos
efeitos anti-inflamatérios dos lipossomas de PS s&o produzidas apés a interacao
lipossomas PS/macré6fagos, enquanto que outra parte ja esta pronta, sendo apenas
liberada. Com este resultado, pode-se propor também que ndo seria apenas um
mediador que estaria envolvido nas a¢des antiinflamatérias dos lipossomas, sendo
até mais coerente sugerir, um pool de fatores, com diferentes atividades convergindo
para um mesmo propoésito, a resolucéo da inflamacéo.

Na tentativa de explicar onde estes fatores estariam atuando, foi avaliado se
a administragcé@o do lavado, ou seja, do conjunto de proteinas produzidos e liberados
pelos macrofagos teriam efeito se aplicados por outra via, ou no local da inflamacéao.
Foi observado, novamente, que apenas o tratamento via ip reduziu o influxo celular,
ndo sendo observado nenhum efeito quando injetado por outra via. A falta de efeito
no tratamento via intramuscular pode ter explicagéo pela menor irrigagéo local, o que
dificultaria a chegada dos 'fatores' aos seus sitios de a¢do. J& no caso do tratamento
no local da inflamacéo, pode-se supor que o pH diminuido do exsudato (BROWN,
1981) poderia estar degradando os 'fatores'; ou que, simplesmente, devido ao
processo de exsudagdo presente, os 'fatores' ndo consigam atingir a circulagdo nao
alcangando seus sitios de acao.

O efeito anti-inflamatério conseguido apenas pela administragdo

intraperitoneal dos fatores produzidos na interacdo macrdfago/lipossomas pode
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estar relacionado a vérias possibilidades, como: a) uma agéo sistémica, levando a
reducdo da producdo de novas células inflamatérias pela medula; b) os 'fatores'
conseguirem seus efeitos apenas quando entram em grandes quantidades e
rapidamente na circulagdo; ou c) fazer parte de uma rede de sinaliza¢des que ainda

nao sao atualmente conhecidas.

5.1 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A resolucéo da inflamagéo deve ser vista como um processo ativo que nao se
deve somente a um simples cessar de estimulos inflamatérios. Recentemente muita
atencdo tem sido dada a compreensdo de mecanismos envolvidos ndo s na
iniciacdo do processo inflamatorio, mas também nos mecanismos envolvidos na
manutencgao/resolucao deste processo (SERHAN, 2004; SERHAN; SAVILL, 2005).

No presente trabalho, explorou-se a nogdo de que o mimetismo apoptético,
através de lipossomas de PS, pode modificar o curso da inflamacdo. Neste sentido,
demonstrou-se que a administragdo destes lipossomas interfere no curso da
inflamacéo induzida por carragenina em modelos de bolha de ar em camundongos.
Adicionalmente, demonstrou-se que as agdes dos lipossomas sdo dependente dos
macrofagos e possivelmente da sub-populacdo de macrofagos envolvida, embora
esta afirmativa necessite de mais estudos. Também ficou demonstrado que os
fatores protéicos produzidos/liberados por esta interacdo possuem ac¢ao gque parece
depender da quantidade/velocidade com que chegam a circulagdo, podendo
também fazer parte de uma resposta sistémica, abrangendo mediadores indiretos.
Entretanto, muitos outros ensaios ainda tém de ser realizados a fim de estabelecer
quais os possiveis mediadores envolvidos e quais 0s mecanismos estariam

envolvidos nas a¢des anti-iflamatérias observadas.
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