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Neste estudo, correlacionamos os fenomenos da Rl (reagdo inflamatéria),
representado pela migragéo leucocitaria, com os da RFA (reagcdo de fase aguda),
representados pela leucocitose e resposta febril, utilizando LPS - ip em ratos Wistar
normais e vagotomizados (VGX). Na 62 hora, em animais normais, o numero de
leucécitos totais e neutréfilos para a cavidade peritoneal aumentou nas doses de
0.002 a 2 ug/kg (pico 0.2 pg/kg) de LPS e diminuiu nas doses de 20.0 e 200.0
ug/kg. LPS induziu leucocitose dose-dependente, caracterizada por neutrofilia (pico
200.0 ug/kg). A migragao de neutroéfilos para a cavidade peritoneal aumentou 1,5 e
3 horas ap6s o LPS 0.2 ug/kg. LPS promoveu neutrofilia tempo-dependente a partir
da 32 hora. Animais VGX apresentaram uma redugdo de 50% de leucdcitos
mononucleares residentes, comparado ao grupo falso-operado. Nestes animais
VGX, a migragéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, induzida pelo LPS 0.2
ug/kg, foi significativamente reduzida quando comparada ao grupo falso-operado.
No entanto, a vagotomia subdiafragmatica ndo promoveu variagdes na leucocitose e
neutrofilia, quando da administragdo do LPS 200.0 ug/kg. A temperatura retal dos
animais foi avaliada a cada 30 minutos por 6 horas apds a injecdo dos estimulos
pirogénicos. As duas doses de LPS induziram febre em ratos normais, sendo mais
evidente a dose de 200.0 pg/kg a partir da 2,5 hora. Animais VGX que receberam as
duas doses de LPS nao apresentaram elevacdo da temperatura corporal, quando
comparados aos respectivos grupos falso-operados. A redugcdo da migracdo de
neutrofilos (LPS 200.0 ug/kg na 62 hora) seguida de leucocitose indica que as
células de defesa respondem aos mediadores inflamatérios migrando para o sitio
inflamatério ou permanecendo no sangue. Além disso, a migracdo de neutrofilos
pode ser observada a partir de 1,5 hora ap6s o LPS, enquanto que a leucocitose
(neutrofilia) e a resposta febrii comecam a ser detectadas 3 horas apos a
administragdo dos estimulos. Sugerimos, através da diminuicdo da migragao
leucocitaria, que o nervo vago é importante na comunicagdo entre o sistema
fagocitario mononuclear e o SNC. Além disso, concluimos também que o nervo vago
constitui uma importante via de comunicagédo entre elementos do sistema imune
(durante a RFA) com o sistema nervoso, uma vez que animais VGX n&o apresentam
febre quando o estimulo & administrado no local desnervado.




1. INTRODUCAO



1.1 Inflamacdo como resposta de defesa

A inflamagdo constitui uma resposta de defesa inata do organismo, das mais
importantes, uma vez que € essencial para a perpetuagéo da vida animal.

O interesse pelo fendbmeno da reagéo inflamatoéria existe desde a antiguidade,
e dentre os filosofos que procuraram entender este processo, destacou-se o fisico
romano Celsus, que definiu os sinais e sintomas da inflamag&o como rubor, calor,
tumor e dor (ROBBINS, 1996). |

Durante muito tempo, a reacéo inflamatéria foi considerada uma doenga sem
distingdo entre a causa (trauma) e o efeito (sinais). Contudo, no século XIX, com a
evolugdo da microscopia, HUNTER (1794) descreveu os eventos basicos de uma
reacao inflamatéria como sendo independentes do tipo de trauma que atuasse sobre
um tecido, uma vez que as estruturas celulares que participam da resposta
inflamatéria sdo sempre as mesmas. Estas estruturas correspondem ao tecido,
sangue e microcirculagao .

Em 1871, VIRCHOW descreveu o quinto componente classico da reagéao
inflamatdria, representado pela perda de fungdo de um tecido ou 6rgéo, que pode
surgir devido a ineficiéncia da remogao do estimulo injuriante ou ainda decorrente de
uma resposta regenerativa inadequada (ROBBINS, 1996).

A reacao inflamatéria aguda caracterizé-se por ser uma resposta localizada,
com carater essencialmente protetor, induzida por uma infecgdo microbiana e/ou
injuria tecidual, objetivando restaurar a homeostasia do tecido injuriado, através da
diluicao, destruicédo ou isolamento do patégeno invasor (revisado por GALLIN e cols.,
1992; CRONSTEIN e WEISSMANN, 1993). O organismo possui diversos agentes
pré-inflamatérios que desencadeiam e direcionam o processo, além de agentes anti-
inflamatorios que conferem protegdo contra uma inflamagéo desnecessaria, bem
como promovem a finalizagdo do processo (KUBES, 1993).

Os eventos basicos desencadeados frente as respostas inflamatorias séo
representados pelo trauma (de origem mecéanica, térmica ou quimica) que ocasiona
injuria de células locais (mastdcitos, células endoteliais e macréfagos) e migratérias

(polimorfonucleares). Microscopicamente, € possivel observar uma série de eventos,



como dilatagdo de arteriolas, capilares e vénulas, acompanhado do aumento da
permeabilidade vascular e fluxo sanguineo; exsudacdo de fluidos e proteinas
plasmaticas e finalmente, a migragéo de leucécitos para o foco inflamatério (GALLIN
e cols., 1992).

A inflamagdo é iniciada e rapidamente amplificada e controlada por
mediadores de origem plasmatica (sistemas das cininas e do complemento;
cascatas fibrinolitica e de coagulagéo) e celular (histamina, eicosandides, fator de
ativagd@o plaquetaria, neuropeptideos, dxido nitrico e citocinas), que s&o formados e
liberados quando da ativagdo das células fagociticas e endoteliais. Esta resposta
local pode ser considerada benigna quando o processo inflamatério é regulado
apropriadamente para manter células e mediadores especificos restritos ao sitio
inflamatério (DAVIES e HAGEN, 1997).

Durante o processo inflamatério local, @ medida em que ocorre um aumento
na quantidade dos mediadores gerados, estes podem adentrar a circulagao
sanguinea, levando a uma série de fendmenos sistémicos coletivamente chamados
de reagédo de fase aguda (RFA). Dentre estes fendbmenos podemos incluir febre,
aumento da producgéo de proteinas de fase aguda, leucocitose (neutrofilia), ativagédo
do sistema complemento, aumento da producdo de glicocorticéides, alteracdes
metabodlicas e das concentragcbes de metais séricos como ferro, cobre e zinco
(revisado por STADNYK e GAULDIE, 1991).

BONE (1996) propbs que existem trés estagios no desenvolvimento da
resposta inflamatoria. Em um primeiro estagio, em resposta a um estimulo
inflamatério, sdo produzidas citocinas (no local da injuria), destinadas a iniciar a
- resposta inflamatéria, promovendo reparo e recrutamento de células do reticulo
endotelial. No segundo estagio, pequenas quantidades de citocinas séo liberadas na
circulagdo sanguinea para amplificar a resposta local. Macréfagos e plaquetas séo
recrutados e a produgédo de fatores de crescimento é estimulada. O inicio da reagao
de fase aguda, representada pelo terceiro estagio, & fortemente controlado pelo
simultaneo decréscimo de mediadores pré-inflamatérios e pela liberagdo de
antagonistas endogenos. Estes mediadores liberados no inicio da resposta
inflamatéria controlam tanto a “down-regulation” da produgédo de citocinas quanto a
intensidade dos efeitos das citocinas ja liberadas. A continuidade deste processo



permite que a intensidade do processo inflamatério seja controlada e a homeostase
do organismo seja restituida (DAVIES e HAGEN, 1997).

Em nossos estudos, dedicamos atengdo especial ao entendimento de
~ fendbmenos relacionados a migragéo leucocitaria, leucocitose (neutrofilia) e resposta
febril.

1.2 A migracao leucocitaria durante a resposta inflamatoéria

Um dos eventos mais importantes durante a resposta inflamatéria é a
migracao de neutrdéfilos e, posteriormente, outras células do sangue para os tecidos
através de pequenos vasos, promovendo a resposta de defesa do organismo contra
patogenos invasores (GRANT, 1973; HURLEY, 1983). Esse processo € mediado por
citocinas e quimiocinas, que transmitem os sinais para direcionar os movimentos dos
leucdcitos durante a inflamagao nos tecidos (LUSTER, 1998).

Endotoxina ou lipopolissacarideo (LPS), extraido de parede celular de
bactérias Gram-negativas, € amplamente utilizado para induzir experimentalmente
infecgbes bacterianas promovidas po’r estes patdgenos, uma vez que pode promover
a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios tanto in vivo como em vitro, com
consequente alteragbes patofisilégicas no organismo (HEWETT e cols., 1993). A
injecdo sistémica de LPS é acompanhada do aumento de citocinas bioativas
- circulatérias e do decréscimo da produgdo de citocinas no sitio inflamatério
(LUHESHI e cols.,, 1996). Varios fatores podem influenciar nos fendbmenos
promovidos pelo LPS, tais como a espécie animal utilizada (McCUSKEY e
cols.,1984), tempo de exposicdo (JACOBSON e FARRAR, 1963; ELLIOT e cols.,
1991) e a via de administragcéo (D’ORIO e cols., 1987) .

FERREIRA (1980) propds que os macrofagos residentes funcionam como
células de alarme, pois sdo capazes de estimular a migragéo de neutrofilos para o
foco inflamatério. Além disso, essas células residentes ocupam papel central na
defesa contra patégenos invasores através dos mecanismos de fagocitose,
apresentagdo de antigenos e produgdo de citocinas (SOUZA e cols.,, 1985).



Macréfagos sdo capazes de sintetizar substancias quimiotaticas, tais como
leucotrieno B4 (LTB4; MACMILLIAN e FOSTER, 1988), interleucina-1 (IL-1;
CYBULSKY e cols., 1986), fator de necrose tumoral (TNF; DINARELLO e
cols.,1986), interleucina-8 (IL-8; RIBEIRO e cols., 1991; SMITH e cols., 1991),
interferon-o; (IFN-a; RIBEIRO e cols., 1990), fator quimiotatico para neutréfilos
derivado de macrofagos (MNCF, SOUZA e FERREIRA, 1985; CUNHA e FERREIRA,
1986; CUNHA e cols., 1986; DIAS-BARUFFI e cols., 1993) dentre outros.

Os neutrdfilos sdo os unicos leucécitos circulantes que ndo podem extravasar
sem um estimulo inflamatério. No entanto, quando este ocorre, sdo as primeiras
células a migrarem devido a forte interagdo com o endotélio e maior velocidade de
migracdo (PERRETI, 1997). Posteriormente, mondcitos saem da corrente sanguinea
e migram para os tecidos, transformando-se em macréfagos, e os eosindfilos séo
leucdcitos caracteristicos de reagdes mediadas pela imunoglobulina E (IgE) ou ainda
por infecgdes parasitarias. As células circulantes correspondem aos neutréfilos,
mondcitos, eosindfilos, linfocitos e plaquetas, e as células relativas ao tecido
conjuntivo sdo os mastécitos, fibroblastos, macréfagos e linfécitos residentes
(ROBBINS, 1996).

O processo de adesdo dos leucdcitos ao endotélio, ativagdo e migracao
leucocitaria propriamente dita envolve uma interagdo entre moléculas de adesao,
ativacao de leucdcitos e atividade de citocinas locais (LEY, 1992; BUTCHER, 1991;
SPRINGER, 1994), sendo que a sequéncia do processo parece essencial para o
eficiente recrutamento de leucdcitos aos sitios inflamatérios (BUTCHER, 1991,
LAWRENCE e SPRINGER, 1991; VON ADRIAN e cols., 1991; LINDBOM e cols.,
1992; ALBELDA e cols., 1994; GRANGER e KUBES, 1994). A interagdo adesiva
entre leucocitos e células endoteliais € mediada pela expressdo de moléculas de
adesdo, encontradas em ambas superficies celulares, sendo reguladas por uma
variedade de mediadores inflamatérios e eventos moleculares que induzem
alteragbes morfologicas, resultando na ades&o e entdo, facilitando a passagem dos
leucocitos através das paredes dos vasos. Portanto, a combinagdo entre a
expressdo de moléculas de adesdo (promovida por uma seérie de mediadores
quimiotaticos indiretos, tais como IL-13 e TNF-q) e o gradiente de concentragﬁes

dos mediadores envolvidos na migragdo (IL-8 e LTB4 por exemplo, que s&o



quimiotaticos diretos para neutréfilos) € que orientam o processo de migracdo de
leucdcitos para o sitio inflamatério (HARLAN, 1985; WILKINSON, 1994).

- Primeiramente, & medida que o fluxo sanguineo fica mais lento, devido a
vasodilatacdo e ao aumento da permeabilidade vascular, os leucécitos sdo atraidos
para a periferia dos vasos, margeando a superficie endotelial. Posteriormente, esses
leucocitos rolam sobre o endotélio, processo este mediado por uma classe de
moléculas de adesdo denominadas selectinas, expressas tanto em neutréfilos (L-
selectinas/ “leukocyte adhesion molecule" : LAM-1) como em células endoteliais (E-
selectinas/ "endothelial cell leucocyte adhesion molecule" : ELAM-1 e P-selectinas/
GMP140, receptor de superficie que liga preferencialmente plaquetas) (KISHIMOTO
e cols., 1989; LARSON e SPRINGER, 1990; ALBELDA e BUCK, 1990; CRONSTEIN
e WEISSMANN, 1993; ALBELDA e cols., 1994; MULLER, 1995). No entanto, esta
interacao entre os leucocitos e estas moléculas de adesdo néo é forte o suficiente
para permitir o extravasamento celular. A adesdo firme ao endotélio requer a
ativagdo de membros da familia das integrinas leucocitarias (LFA-1 : “lymphocyte
function-associated antigen-1” ; MAC-1 "macrophage antigen-1" e gp150,95) nos
leucécitos e (ICAM-1 ‘“intercellular adhesion molecule-1" e ICAM-2 "intercellular
adhesion molecule-2") na superficie das células endoteliais (KISHIMOTO e cols.,
1989; LARSON e SPRINGER, 1990; ALBELDA e BUCK, 1990; CRONSTEIN e
WEISSMANN, 1993; ALBELDA e cols., 1994; MULLER, 1995).

Esta sequéncia de eventos é finalizada pela migragéo dos leucécitos aderidos
por entre as células endoteliais (CARLOS e HARLAN, 1994). Ent&o, tendo migrado
para o endotélio, alguns leucécitos podem atravessar imediatamente a membrana
basal, ou ainda, permanecer um certo tempo entre o endotélio e a lamina, devido a
continuidade dessa estrutura. Contudo, os leucécitos terminam de transpor a lamina
basal, degradando-a, através da secrecédo de colagenases. Apos o extravasamento,
as células migram para o sitio inflamatério, orientadas por um gradiente quimiotatico
(CARLOS e HARLAN, 1994).

Estes fatores demonstram que a migragcdo leucocitaria € um processo
multimediado, no qual varios mediadores liberados no foco inflamatorio regulam o
extravasamento de neutrofilos e demais leucocitos.



1.3 A Leucocitose

Endotoxina, quando liberada na corrente sanglinea de mamiferos, pode
induzir potentes efeitos patofisiolégicos, como neutrofilia e febre (PERRY e cols.,
1957, RIETCHEL e cols., 1994; BOZZA e cols., 1994). Embora seja comumente
observado, este aumento no numero de neutréfilos circulantes € um fendmeno
pouco estudado, possivelmente por ndo se entender muito bem sua importancia
relativa na RFA.

A habilidade para induzir leucocitose, caracterizada por neutrofilia, € uma
propriedade comum a diversas citocinas e mediadores da resposta inflamatoria,
incluindo IL-1a e B, TNF-a, IL-6, IL-8; andlogos estaveis de prostaglandinas (PGs)
E1, E2 e F2, C5a; PAF e catecolaminas (ULICH e cols., 1986; ULICH e cols., 1987;
ULICH e cols., 1987a; ULICH e cols., 1989; KAJITA e HUGLI, 1990; HECHTMAN e
cols., 1991; BERTINI e cols., 1993; KLOSTERHALFEN e cols., 1992; DALE, 1989;
GORDON, 1955; ULICH e cols., 1989a; YANCEY, 1988). Todos estes mediadores
sdo liberados direta ou indiretamente apds a administracdo sistémica de LPS,
sugerindo que a neutrofilia pode resultar, de certo modo, da combinag&o dos varios
mediadores liberados concomitantemente durante a endotoxemia (ULICH e cols.,
1989a; DUNN, 1992; ZHOU e JONES, 1993).

Nao esta claro, em todos os casos, se a leucocitose & um efeito direto desses
fatores ou seria induzida através de um mediador comum. ULICH e cols. (1987)
demonstraram que pelo menos para IL-1, a leucocitose € induzida por mecanismos
indiretos, pois pode ser revertida pelo tratamento dos animais com indometacina ou
dexametasona. Estas drogas também foram capazes de inibir a fase tardia da
resposta. E possivel que entre os mediadores envolvidos estejam as PGs. Este
estudo é corroborado pela observagdo de que analogos estaveis de PGs também
promovem neutrofilia (ULICH e cols., 1986).

Recentemente foi demonstrado que inje¢ées intravenosas (iv) ou-
intratoracicas (it) de LPS em ratos promovem neutrofilia. Nesse caso, a via de
administragdo do LPS influencia o mecanismo de indugédo de neutrofilia, uma vez
que a neutrofilia induzida por LPS it é sensivel a antagonistas de PAF, como PCA



4248 e WEB 2086 (BOZZA e cols., 1994; ALTENBURG e cols., 1997). O conjunto de
mediadores que vao mediar a RFA também dependem do sitio onde inicialmente
ocorre a inflamagao.

A neutrofilia € acompanhada da redugédo do numero de neutréfilos presentes
na medula 6ssea, indicando que essas células sdo recrutadas do conjunto de
leucdcitos da medula 6ssea (BOZZA e cols., 1994).

Finalmente, o sistema nervoso simpatico também estd envolvido na
mobilizagdo de neutrdfilos da medula, induzida por LPS. A medula dssea é inervada
por fibras simpaticas, e a norepinefrina esta envolvida na hematopoiese, maturacao
e migracao de varias células, especialmente quando se trata de respostas imunes
(revisado por MADDEN e cols., 1995).

1.4 A Resposta Febril

Os processos metabdlicos de producéo de calor pelos organismos dependem
da temperatura ambiente. Contudo, os organismos homeotermos desenvolveram
mecanismos de homeostase apropriados para manter suas temperaturas estaveis,
0s quais s&o coordenados pelo sistema nervoso central (SNC), particularmente o
hipotalamo, onde localiza-se o sistema termorregulatério (HENSEL e cols., 1973;
RUBEN, 1995). Este controlador central recebe as informagbes de temperatura,
vindas de diferentes partes do corpo e integra estes sinais térmicos, determinando
um ponto de regulagem constante da temperatura corporal (BLIGH, 1979). No
entanto, este ponto de regulagem pode se mostrar alterado em algumas situagdes
clinicas em que o individuo apresenta febre.

A resposta febril € um sinal clinico que pode ter inicio mediante a presencga de
neoplasias, alguns agentes farmacoldgicos, complexos antigeno-anticorpo, trauma,
entre outros. Contudo, s&o nos processos de origem infecciosa (viroses ou infec¢des
causadas por bactérias) que a febre € mais comum. Sabe-se que componentes
bacterianos como o LPS e o muramil peptideo, moléculas presentes na parede de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente, sdo responsaveis pela



indugdo. da febre, sendo denominados pirogénios exogenos (PEx) (FOREMAN,
1994).

Assim, a febre consiste na elevagédo controlada da temperatura interna de um
organismo para niveis acima dos normais, decorrente de uma alteragdo do ponto de
termorregulagem hipotalamico (DINARELLO e cols.,, 1988), alteracdo esta
decorrente da presenga de PEx no organismo.

Para que isto ocorra, no hipotalamo, mais especificamente na area pré-optica
do hipotalamo anterior (PO/HA), a frequéncia de disparos dos neurdnios sensiveis
ao calor diminui, enquanto que a dos neurdnios sensiveis ao frio aumenta, o que
caracteriza a elevagao do termostato hipotalamico (DINARELLO e cols., 1988). Esta
alteracdo ativa mecanismos de produgdo e retencdo de calor através do nucleo
paraventricular (NPV) e de eferentes periféricos (tremores, vasoconstrigao periférica,
aumento da taxa metabdlica pela secregcdo de hormonios tireoidianos e adrenais) e
inibe mecanismos de perda de calor através do centro vasomotor (vasodilatagdo
periférica), sudorese e redugdo da secregdo de hormonios adrenais e tireoidianos
(DINARELLO e cols., 1988; KLUGER, 1991; BLATTEIS e SEHIC, 1997). Portanto, a

febre nao resulta da incapacidade de regular a temperatura corporal, que ocorre
principalmente quando o aquecimento do meio externo induz a uma passiva
elevacgao de temperatura, processo denominado hipertermia.

Como outros componentes da RFA, a resposta febril pode ser benéfica para o
hospedeiro infectédo, pois a elevagcdo da temperatura corporal facilita e acelera a
ativacdo do sistema imune (KLUGER, 1991; KLUGER, 1994; GREEN e
VERMEULEN, 1994).

Quando os PEx entram em contato com o hospedeiro, iniciando um processo
inflamatério, ativam células fagociticas (macrofagos e outros tipos celulares) a
sintetizar e liberar mediadores da resposta febril, conhecidos como pirogénios
endégenos (PE) (ATKINS, 1960). Entre os PE conhecidos, podemos destacar
algumas citocinas como: IL-1ac € B (DINARELLO, 1984), interferon (IFN) o, B e y
(DINARELLO e cols., 1984a; DINARELLO e cols., 1988), TNFa (DINARELLO e
cols., 1986), IL6 (HELLE e cols.,, 1988), proteina inflamatéria derivada de
macréfagos-1 (MIP-1; DAVATELIS e cols., 1989; MINANO e cols., 1990), IL-8
(ROTHWELL e cols., 1990a; ZAMPRONIO e cols., 1994), fator neurotréfico ciliar |



10

(SHAPIRO e cols., 1993) e IL-11 (LOPEZ-VALPUESTA e MYERS, 1994). Uma vez
liberados, os PE levam a informag&o por eles codificada a PO/HA, sinalizando o
SNC e causando uma alteragédo do ponto de regulagem no centro termorregulatério.

Tem sido sugerido que IL-1, especificamente IL-1B € o principal mediador da
resposta febril (LONG e cols., 1990; ROTHWELL, 1990). Essa citocina, natural ou
recombinante, induz febre em diferentes espécies animais, seja administrada pela
via central ou periférica (DINARELLO e cols., 1984; FARRAR e cols., 1987; LONG e
cols., 1990). Injecdes de IL-1B produzem elevagdo da temperatura de forma dose-
dependente, e o pré-tratamento dos animais com o anti-soro de IL-1B ou antagonista
de receptor de IL-1 (IL-1RA) inibiu a febre induzida por injecdes intraperitoneais de
varios estimulos (LeMAY e cols., 1990; LUHESHI e cols.,, 1996). Além disso,
detectou-se o aumento dos niveis circulantes dessa citocina em animais € humanos
que apresentavam febre (COOPER e cols., 1994; ENGEL e cols., 1994) bem como
os receptores para IL-1a e IL-1p foram localizados em neurdnios e células da glia de
varias regides do cérebro de camundongos (BAN e cols., 1991; TAKAO e cols.,
1990). Ainda, foi constatado que LPS administrado perifericamente aumenta os
niveis plasmaticos e a expressdo de IL-1 na PO/HA (KLUGER, 1991; GATTI e
BARTFAI, 1993).

O papel do TNF na resposta febril ainda ndo esta totalmente estabelecido,
uma vez que essa citocina apresenta-se ora criogénica (TNF-a recombinante
humano e recombinante murino - rm), ora pirogénica (TNF-a - rm) em ratos
(STERFFEL e cols., 1996). A injecdo sisttmica de LPS aumentou os niveis
circdlantes de TNF em animais experimentais, embora as concentragées
plasmaticas de TNF nédo estejam correlacionadas com a febre (STERFFEL e cols.,
1996). A injecdo do antisoro inibiu tanto a atividade do TNF-a. como a resposta febril
(COOPER e cols., 1994). Os interferons (IFN) a, B € y séo capazes de induzir febre
com poténcia variada em diferentes espécies animais, sendo o IFN-y o mais potente
entre eles (DINARELLO e cols., 1984a).

IL-6 é outra potente citocina que administrada via central ou periférica, é
capaz de induzir febre em ratos e cobaias. Apds a administragéo periférica de LPS
induzindo febre, verificou-se uma elevagdo de IL-6 circulante e no perfusato

hipotalamico, bem como um aumento de TNF-o no plasma e no perfusato.
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hipotalamico (KLUGER, 1991; LeMAY e cols., 1990; KISHIMOTO e cols., 1993;
KLIR e cols.,, 1993; ROTH e cols., 1993). Assim como o LPS, IL-18 também
aumentou os niveis de IL-6 no fluido cerebroespinal (CSF), e a imuneutralizagao da
IL-6 diminuiu a febre induzida pelo LPS (BERKENBOSCH e cols., 1992; LeMAY e
cols., 1990; ROTHWELL e cols., 1991). SCHOBITZ e cols., (1993) evidenciaram
RNAm para IL-6 e para seu receptor no SNC, incluindo o hipotalamo dorsomedial e
ventromedial. Em contraste com estes resultados, ratos com macréfagos periféricos
depletados por diclorometileno difosfatado (CI,MDP) continuaram apresentando
concentragdes plasmaticas elevadas de IL-6, porém, esses animais manifestaram
redugdo das respostas pirogénicas e termogénicas, indicando que IL-6 circulante
pode nao ser um mediador diretamente importante na febre produzida por LPS em
ratos, mas pode agir sinergicamente com outros pirogénios derivados de macréfagos
(DERIJK e cols., 1993). Utilizando camundongos deficientes para o gene que
codifica IL-6, CHAI e cols. (1996), verificaram que esses animais nao desenvolveram
febre apds a administragéo periférica de LPS ou IL-1B, ou apds a inje¢éo central de
IL-1B, em doses que induziram a elevagao da temperatura em animais selvagens.
Ainda em animais deficientes para IL-6, a administracdo de recombinante murino
(rm) de TNF-a. ndo foi capaz de desencadear é resposta febril nos animais, contudo,
a febre foi reestabelecida com a administragdo concomitante de IL-6 (icv) e de
rmTNF-a (ip), resultando em uma resposta similar aquela obtida com a linhagem
selvagem que recebeu rmTNF-o. (SUNDGREN-ANDERSON e cols., 1998). Esses
resultados indicam que IL-6 central possui atividade pirogénica, além da sua
importancia na resposta febril induzida pelo TNF-o. (CHAI e cols., 1996; LeMAY e
cols., 1990; ROTHWELL e cols., 1991).

IL-1, IL-6, TNF-a. e IFN induzem febre por promoverem a sintese e liberagéo
de PGs no SNC (DINARELLO e cols.,, 1988, MORIMOTO e cols., 1992
ROTHWELL, 1990). A principal evidéncia disto consiste no efeito antipirético dos
antiinflamatérios-ndo-esteroidais (AINEs), tais como a indometacina e o ibuprofeno,
que blogueiam essa resposta febril pela supressdo da sintese de PGs através da
inibicdo da ciclooxigenase (COX) (MILTON, 1989; SIRKO e cols., 1989). Existem
duas isoformas da enzima COX, a COX-1 que é expressa constitutivamente nas
células e a COX-2, que tem sua expressdo seletivamente aumentada no cérebro
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apo6s um estimulo inflamatério, como LPS, IL-1 e TNF (FENG e cols., 1995).
Utilizando camundongos com deficiéncia para o gene que codifica tanto COX-1
como COX-2, LI e cols. (1999), observaram que apds a injegdo periférica de LPS,
somente os animais com genes nocauteados para a COX-2 n&o apresentaram febre,
reforgando a importancia da COX-2 na febre induzida por este pirogénio exégeno.

Além disso, a PGE; administrada pela via intra-cérebro-ventricular (icv) induz
febre por atuar em neurdnios sensiveis a variagbes de temperatura no hipotalamo
(MURAKAMI e WATANABE, 1989), estimulando diretamente a termogénese. Foi
demonstrado que a administragdo central de PGE; induz febre em ratos e que os
niveis de PGE; no fluido cerebroespinal estavam aumentados durante a resposta
febril (révisado por KLUGER, 1991). Também foi detectado que, em camundongos
com deficiéncia para o subtipo EP3; do receptor de PGE,, a administracdo tanto da
propria PG (PGEz -icv) como de um PE (IL-1B -iv) ou ainda um PEx (LPS -iv) ndo
induziram febre nesses animais, indicando a importancia dessa PG na génese da
febre, e do envolvimento do subtipo de receptor EP3 nessa resposta (USHIKUBI e
cols., 1998). Contudo, o papel da PGE, como mediador neural da febre ainda é
bastante discutido uma vez que a febre promovida por esta PG nao foi inibida por
seu antagonista (SC - 19920) (MITCHELL e cols., 1986).

A PGF2, € outro eicosanoide derivado do acido araquidonico que parece ter
participagéo efetiva como um dos indutores da resposta febril. Essa PG também
induz aumento da temperatura corporal de ratos e coelhos quando administrada por
via icv (MORIMOTO e cols.,, 1988, ROTHWELL, 1990) e ocorre aumento nas
concentragdes dessa PG no fluido cerebroespinal de ratos que receberam injecao
periférica de endotoxina (COELHO e cols., 1995).

Contudo, existem evidéncias de que algumas citocinas induzem resposta
febril em ratos por mecanismos independentes da sintese e liberagdo de PGs: a
febre induzida por MIP-1 ndo foi modificada pelo tratamento dos animais com
ibuprofeno ou indometacina (DAVATELIS e cols., 1989; MINANO e cols., 1990) e a
febre induzida por IL-8 n&o foi reduzida pelo tratamento dos animais com
indometacina (ZAMPRONIO e cols., 1994). Aparentemente, o efeito pirogénico da
IL-8 € mediado pelo horménio liberador de corticotropina (CRH), pois a febre

ihduzida por essa citocina foi inibida pelo antagonista de CRH (a-helical CRH). O
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efeito do CRH na termogénese esta associado com a estimulagdo da via simpatica,
aumento da taxa metabdlica e termogénese do tecido adiposo marrom, mas s&o
independentes da sintese de PGs (ROTHWELL e HOPKINS, 1995).

Uma vez liberados, a informagéo codificada por estes PE deve ser traduzida
em um sinal neuronal para a alteragdo do ponto de regulagem no centro
termorregulatério para um nivel superior, resultando na resposta febril. O aumento
no ponto de regulagem hipotalamico pelos PE estd associado a sintese de PGs e
CRH. Como consequéncia da indugdo de citocinas periféricas, diversas fungdes
controladas pelo cérebro s&do modificadas, resultando no aparecimento de febre,
anorexia, alteragdes comportamentais associadas a doenga e ativagdo do eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (KENT e cols., 1992; ROTHWELL e HOPKINS,
1995).

Embora o mecanismo pelo qual a informagéo gerada perifericamente alcancga
o centro termorregulatério ndo esteja totalmente elucidado, ou seja, como estas
citocinas s&o capazes de promover a sintese de pirogénios no SNC, existem varias
hipéteses que tentam explicar como ocorre esta comunicagdo. Uma das hipéteses,
em constante investigagdo, € a de que esta tradugdo ocorre em alguma regido de
contato estreito entre o sangue e as células neuronais. O organum vasculosum da
laminae terminalis (OVLT), um dos 6rgdos circunventriculares com auséncia de
barreira hematoenéefélica e préximo a PO/HA, € um dos possiveis candidatos
(BLATTEIS e cols., 1983; STITT, 1985). Baseado no fato de que lesdes e{etroliticas
(BLATTEIS e cols., 1983) ou destruicdo da OVLT (HASHIMOTO e cols., 1994)
reduzem a resposta febril induzida por IL-13 e TNF-o administrados
intravenosamente, supde-se que este orgao esta de alguma maneira envolvido no
desenvolvimento da resposta febril. Um possivel mecanismo para a indugao de febre
via OVLT pressupbe que citocinas entram no espago perivascular da OVLT,
alterando as fungbes cerebrais por um mecanismo dependente de PGs. Esta
hipétese baseia-se no fato de que IL-1 e outras citocinas podem estimular a sintese
e liberagdo de PGE, dentro do cérebro (WATKINS e cols., 1995). PGs liberadas
dentro do OVLT por citocinas de origem sanguinea podem se difundir por areas
adjacentes do cérebro ou ativar vias neuronais do hipotalamo, finalmente resultando
em uma liberacdo intra-hipotalamica de citocinas produzidas localmente.
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Alternativamente, MATSUDA e cols. (1992) demonstraram que a PGE; pode atenuar
a atividade de neurdnios termorregulatérios dentro da OVLT, contribuindo para a
indugéo da resposta febril (BLATTEIS e cols., 1983; STITT, 1985). HASHIMOTO e
cols. (1991) demonstraram que pode existir um mecanismo receptor para a IL-1
circulante nos vasos sanguineos que circundam a OVLT. Este mesmo grupo
demonstrou ainda que a destruigdo eletrolitica do OVLT reduz a resposta febril
induzida por IL-1 e TNF administrados intravenosamente, sugerindo que este 6rgao
estd de alguma maneira envolvido no desenvolvimento da febre (HASHIMOTO e
cols., 1994). A segunda hipbtese, proposta por BANKS e cols. (1991), considera que
citocinas hidrofilicas podem entrar no cérebro através da barreira hematoencefalica,
mediadas por um sistema especifico de transporte saturavel, realizado por
carreadores especificos. Outro possivel mecanismo seria a ligagao de citocinas ao
endotélio vascular cerebral, gerando mediadores centrais. As interleucinas afetam o
metabolismo de células endoteliais e por isso poderiam alterar a permeabilidade da
barreira hematoenceféalica (MAIER e cols., 1990).

Finalmente, nos ultimos anos, tem sido investigada a participacdo de nervos
aferentes periféricos na comunicagédo entre elementos do sistema sistema imune
presentes na Rl e na RFA e o hipotalamo, levantando a hipétese de que o transporte
de sinais imunes ao cérebro induzindo febre durante a reagdo inflamatéria ndo se
deve exclusivamente por mecanismos humorais (ROTH, 1999). A vagotomia
subdiafragmatica tem sido eficiente em inibir respostas controladas pelo cérebro,
induzidas perifericamente por LPS ou PE, incluindo a febre (WATKINS e cols.,
1995a), a indugdo de RNAm para IL-18 no cérebro (LAYE e cols., 1995),
hiperalgesia (WATKINS, 1994) e ativacdo do eixo HPA (FLESHNER e cols., 1995). A
vagotomia subdiafragmatica preveniu a resposta febril induzida por LPS e citocinas
pirogénicas, como IL-1B em ratos e cobaias (OPP e TOTH, 1997; ROMANOVSKY e
cols., 1997; WATKINS e cols., 1995a).

Evidéncias adicionais a favor do papel desempenhado pelo nervo vago na via
de comunicacdo entre elementos do sistema imune (durante a RFA) e o cérebro
podem ser encontradas em estudos recentes, que demonstram que a vagotomia
subdiafragmatica bloqueou a expressdo de c-Fos no nucleo do trato solitario (area
de projegdo medular do nervo vago no cérebro) induzida pela administragéo
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sistémica (iv) de LPS ou IL-1B8, (ERICSSON e cols., 1994; WAN e cols., 1994).
SEHIC e BLATTEIS (1996) demonstraram ainda que, concomitantemente ao
bloqueio da resposta febril, houve uma redugéo significativa da variacdo dos niveis
de PGs no fluido cerebroespinal, sugerindo que a vagotomia estaria afetando a
ativagdo central da resposta febril mais do que os mecanismos para sua efetivagao
(chegada de informagbes periféricas para a produgdo de calor; estimulada pelo
aumento do ponto de regulagem hipotalémicb).

O nervo vago é formado por cinco ramos: celiaco (anterior e posterior),
gastrico (anterior e posterior) e hepatico (ESQUEMA 1). No entanto, a vagotomia
subdiafragmatica consiste em seccionar o tronco vagal (anterior e posterior)
imediatamente abaixo do diafragma, sendo que esse procedimento pode causar
algumas complicagdes, tais como perda de peso acompanhada de desnutricdo e
morte, principalmente durante o periodo pés-operatorio. Os animais vagotomizados
(VGX) tendem a perder de 10 a 30% do seu peso dentro de um periodo de 10 a 15
dias apds a cirurgia, e passado esse tempo, tendem a recuperar o peso inicial
(GOLD e cols., 1980; LOUIS-SYLVESTRE, 1983; MARTIN e cols., 1979; MORDES e
cols, 1977, SAWCHENKO e cols, 1981).

Todos estes autores confirmaram que nao existiram diferengcas nos pesos dos
animais VGX e falso-operados (SHAM) durante a execugdo do experimento,
garantindo que a auséncia da resposta febrii ndo estava relacionada a
incompeténcia termorregulatéria. Do ponto de vista termorregulatério, a desnutricdo
em animais VGX pode causar alteragbes metabdlicas e na temperatura corporal,
resultando entdo em uma incompeténcia termogénica (HOFFMAN-GOETZ e
KLUGER, 1979; SHIDO e cols., 1989; SZEKELY e cols., 1982). Em um estudo
dirigido especificamente com a finalidade de avaliar essa possibilidade,
ROMANOVSKY e cols. (1997), trataram animais VGX no periodo pds operatério com
uma dieta complementar altamente calérica e observaram que nos animais VGX, o
ganho de peso, taxa de crescimento e consumo de alimento foi idéntico ao do grupo
falso-operado. Além disso, 0 mesmo grupo avaliou a competéncia termorregulatéria
em animais VGX, e verificou que esses animais respondiam a exposicéo ao frio e ao

estresse com variagbes de temperaturas similares ao grupo falso-operado,
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Ramo gastrico

Pancreas_ )

)

ESQUEMA 1: Representacao anatdmica esquematica da distribuicdo dos aferentes
vagais no abdomem do rato: ramo hepatico, ramo celiaco (anterior e posterior) e
ramo gastrico (anterior e posterior). A vagotomia subdiafragmatica consiste em

seccionar o tronco vagal anterior e posterior imediatamente abaixo do diafragma
(VGX). Segundo SIMONS e cols. (1998).
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sugerindo que a vagotomia ndo promove uma incompeténcia termorregulatéria
(ROMANOVSKY e cols.,1997a).

Apesar dos animais VGX nao apresentarem uma redugdo na quantidade dé
alimento ingerido, seus estdmagos tendem a aumentar muito de tamanho devido a
diminuicdo do tonus e da motilidade gastrointestinal (ELLIS e cols., 1967; MARTIN e
cols., 1979, MORDES e cols., 1977; SAWCHENKO e GOLD, 1981). Devido a esta
alteracdo, ROMANOVSKY e cols. (1997) utilizaram tanto o peso absoluto do
estbmago (em gramas), como a radiografia do esodfago e regido fundica do
estbmago, que sofrem uma grande dilatagdo, para comprovar se 0s animais
utilizados em seus experimentos estavam realmente vagotomizados. |

Os niveis de PGE3 no cérebro de cobaias foram reduzidos quando os animais
foram submetidos a vagotomia subdiafragmatica (SEHIC e cols., 1997), apesar dos

niveis plasmaticos de IL-1B e macréfagos ndo estarem alterados.

Embora existam varios resultados indicando que a vagotomia
subdiafragmatica exerce um importante papel na resposta febril, alguns autores ndo
conseguiram observar seus efeitos nesse modelo. LUHESHI (1998) nao verificou a
auséncia de febre em animais VGX, utilizando LPS e IL-1 em doses pirogénicas e
CALDWELL e cols. (1999), também n&o encontraram diferencas entre a febre
induzida por LPS ip ou iv em animais VGX e falso-operados, independendo da rota
de administrag&o do pirogénio.

Os efeitos causados pela vagotomia subdiafragmatica dividem a opinido dos
pesquisadores sobre a participagdo do nervo vago na resposta febril, evidenciando
algumas interpretagdes alternativas, como a do grupo de SCAMMEL e cols. (1988).
Esse grupo sugere que a auséncia da resposta febrii em animais VGX é
consequéncia de complicagdes da cirurgia, como insuficiéncia termorregulatéria e
ainda translocagéo de bactéria intestinais através da circulagéo porta, resultando em

um fendmeno de tolerancia ao LPS e consequente auséncia de febre.
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2.1 Objetivo Geral

Os estudos apresentados demonstram claramente que os existem alguns
~ mediadores comuns envolvidos na Rl (migragéo celular, particularmente) e na RFA
(febre e leucocitose). Entretanto, estudos sistematicos comparando a indugéo destas
respostas ainda ndo foram realizados. O objetivo de correlacionarmos os dois
fendmenos baseia-se no fato de que, embora as células presentes no foco
inflamatério sejam consideradas as principais fontes de citocinas para a efetivacao
da resposta febril, estudos realizados em nossos laboratérios sugerem que a
corrente sanguinea n&o é o principal meio de comunicagao destas células com o
SNC (ZAMPRONIO, 1998). Nao encontramos uma relagdo direta entre os niveis
destes mediadores no local da resposta inflamatéria com os niveis circulantes ou
centrais dos mesmos para a indugdo de resposta febril. Entdo, para melhor
compreendermos cComo se processa a comunicagdo entre os eventos ocorridos no
foco inflamatério (migracdo celular), eventos sistémicos que ndo necessitam de
comunicagdo com 0 SNC (leucocitose) e eventos onde esta comunicagéo do sistema
mononuclear fagocitario com o SNC ocorre (resposta febril), utilizamos o modelo da
vagotomia subdiafragmatica, pois ao lado da entrada de citocinas pela OVLT através
da corrente sanguinea, a estimulacdo vagal parece ser uma outra via de
comunicagdo entre a periferia e o SNC. Portanto, em animais vagotomizados,
estudamos a febre, a leucocitose e a migracéo de neutréfilos induzidas por injegdes
de LPS no peritdneo.
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2.2 Objetivos especificos

Assim, o presente estudo propos-se a:

- Estabelecer as curvas dose-resposta e o curso temporal para o
desenvolvimento das respostas de migragdo celular, leucocitose e febre em animais
normais;

- Avaliar se as cavidades peritoneais de animais VGX apresentam o mesmo
numero de células que aquelas encontradas em animais normais;

- Avaliar o desenvolvimento das respostas de migragao celular, leucocitose e
febre em animais VGX em diferentes tempos apds a administracdo de diferentes
doses de LPS.



3. MATERIAL
E METODOS
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- 3.1 Materiais

3.1.1 Animais

Nos experimentos, foram utilizados ratos (Ratus novergicus), variedade
Wistar, machos, pesando entre 180-200g, provenientes do Biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, e mantidos em condigbes
controladas de temperatura (24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas)
com livre acesso a racdo e agua. Os animais foram levados para a sala de
ambientacdo no minimo 2 dias antes da realizacdo dos experimentos. Todos os
experimentos foram conduzidos entre 8:00 e 17:00 h.

3.1.2 Drogas

- Eter etilico (Pro Analysi);
- Lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS 0111:B4 — Sigma);
- Tiopental (Cristalia);

- Terramicina®/LA (Pfizer).
3.1.3 Solugdes
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

- Solugéo de Salina Tamponada (PBS);
- Solugdo de albumina bovina 3%;

- Liquido de Turk;

- Corante Pancromico de Rosenfeld,

- Azul de Pontamina 1%.
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3.1.4 Esterilizacao

Os materiais utilizados nos experimentos foram adquiridos estéreis ou
autoclavados a 121°C por 30 minutos.

Quando necessario, as solugdes foram preparadas em condi¢Ges assépticas.

3.2 Métodos

3.2.1 Vagotomia subdiafragmatica

O procedimento cirurgico foi executado utilizando a técnica descrita por
BLUTHE e cols. (1996). Os animais a serem vagotomizados foram anestesiados
com pentobarbital sddico na dose de 40 mg/kg ip. Apds a tricotomia e antissepsia da
pele, foi feita uma incisdo no abddmem e posteriormente no tecido muscular, a fim
de alcangarmos o0 estdmago e consequentemente o esdfago dos animais, pois na
porcéo subdiafragmatica, os troncos principais ventral e dorsal do nervo vago estédo
em contato direto com o eséfago. Os troncos vagais foram entdo seccionados
imediatamente abaixo do diafragma, e ainda, removeu-se todo o tecido entre a
artéria gastrica e o esdfago, por uma extensdo de 2-3 cm ao longo desta regido.
Este procedimento assegurou a sec¢do de ramos vagais acessorios, tal como o
ramo celiaco. Animais controle (falso-operados) foram submetidos ao mesmo
procedimento, porém sem o manuseio ou corte dos nervos. Este procedimento esta
apresehtado no ESQUEMA 1 (INTRODUCAO, pagina 16). Ao final da cirurgia, todos
os ratos receberam uma injegéo intramuscular de terramicina (0.2 mL/animal), e dois
dias apés, receberam reforco do antibidtico. A fim de evitar uma perda de peso
severa, os animais foram tratados com flocos de cereais (trigo, cevada e aveia)
como complemento alimentar. Os experimentos foram conduzidos 15 dias apos a
cirurgia e os animais que apresentaram peso abaixo do normal foram descartados.
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3.2.2 Determinagdo da variagdo da temperatura corporal

Os animais foram transportados para uma sala climatizada, cuja temperatura
ambiente foi mantida a 24 + 1°C, no minimo 72 h antes do inicio dos experimentos.
Durante o experimento, a temperatura ambiente foi controlada a 28 + 1°C (zona de
termoneutralidade para ratos).

Os animais foram mantidos dentro de suas respectivas gaiolas, e
manuseados 0 minimo possivel durante as medidas A temperatura retal foi medida
por inser¢cao de uma sonda (CE n° 400, USA) a 3,0 cm de profundidade no reto dos
animais, conectada a um teletermdmetro (modelo 600-8525 BARNANT COMPANY,
EUA). Os animais foram adaptados as condigbes experimentais através da
realizacdo desse procedimento, no minimo trés vezes, no dia anterior ao
experimento, objetivando minimizar possiveis variagcdes de temperatura ocasionadas
por estresse do manuseio.

As temperaturas basais foram determinadas por 3 ou mais medidas, em
intervalos de 30 minutos, antes da administragdo do estimulo pirogénico. Somente
foram utilizados os animais com temperatura estavel e na faixa de 36,8 a 37,4 °C.
Apo6s administracdo dos estimulos, as medidas continuaram a ser realizadas em

intervalos de 30 minutos, por um periodo de 6 horas.

3.2.3 Coleta de sangue e do fluido inflamatério da cavidade peritoneal

Os animais foram anestesiados com éter 1,5 3 e 6 horas apdés a
administracdo do estimulo inflamatério. O sangue dos animais foi coletado através
de pungdo cardiaca, utilizando seringas contendo heparina. A seguir, 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo realizada uma incisdo no
abddmem para a exposi¢ao do tecido muscular. As cavidades peritoneais receberam
10,0 mL de solucgao de PBS contendo albumina 0,03% (p/v) e heparina 5U/mL. Apés
suave massagem com O auxilio de uma gaze, aspirou-se um volume de
aproximadamente 7,0 mL do fluido peritoneal, utilizando seringas e agulhas

apropriadas.
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3.2.4 Contagem total e diferencial de leucécitos no fluido peritoneal e sangue

Para a contagem total do numero de leucdcitos, amostras de sangue e do
fluido peritoneal foram diluidos em solugéo de Turk. A contagem global foi realizada
em camaras de Neubauer utilizando-se microscépio optico.

Para a contagem diferencial de células do fluido peritoneal, este foi
centrifugado a 1000 rpm, 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
enquanto que o sedimento contendo as células foi ressuspenso em 300uL de
solugao de albumina a 3% (p/v). Com o auxilio de pipeta Pasteur, a suspenséo foi
aplicada sobre uma lamina de vidro contendo uma tira de papel de filtro, fixada por
fita adesiva, com dois orificios, concentrando portanto, as células em dois campos.

Para a contagem especifica dos leucécitos do sangue foram confeccionados
esfregacos em laminas de vidro.

As laminas foram coradas com o corante pancromico de Rosenfeld. A
contagem diferencial dos leucdcitos do fluido peritoneal e do sangue foi realizada em
microscopio optico, usando objetiva de imersdo. Foram contadas 100 células em
cada lamina, diferenciando-se quatro tipos celulares: neutréfilos, eosindfilos,

mastocitos/basofilos e células mononucleares.

3.2.5 Avaliacao de células residentes na cavidade peritoneal

O numero total e diferencial de células presentes na cavidade peritoneal de
animais falso-operados e VGX que ndo receberam qualquer estimulo inflamatério foi
avaliado conforme descrito nos itens acima.

Para avaliagéo da viabilidade destas células, 0.1 mL de suspensé&o de células
foi adicionada a uma lamina de vidro. Esta suspenséo recebeu 0.1 mL de solugdo de
Azul de Pontamina 1% (p/v). As células foram entdo recobertas com laminulas
apropriadas e apos alguns segundos, avaliadas por microscopia 6tica. A avaliagao
se deu através da contagem de 100 células, determinando-se a porcentagem de
células viaveis. Foram consideradas viaveis as células onde ndo se evidenciou a
presenca de corante no citoplasma (HANKS e WALLACE, 1985).
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3.2.6 Avaliagdo do peso dos estébmagos de animais falso-operados e VGX

Apds a realizagdo dos experimentos, animais falso-operados e VGX foram
sacrificados e os estdbmagos retirados com a finalidade de verificar a eficiéncia da
cirurgia de vagotomia subdiafragmatica. Os estdomagos foram removidos,
seccionados na regido do esdfago e do piloro, limpos para eliminar restos de
alimentos, e pesados em uma balanga analitica. O peso absoluto do estdmago foi
expresso em miligramas (mg) (ROMANOVSKY e cols., 1997 b).

3.2.7 Analise estatistica

O numero de células obtidos, tanto para migragdo leucocitaria como para
leucocitose foram expressos como média + erro padréo da média (EPM) do numero
de células/mm‘:" As respostas febris foram avaliadas pela variagdo da temperatura
retal dos animais em °C e expressa como média + EPM da variagédo entre as médias
das temperaturas basais e a diferentes tempos apods a injegcédo do estimulo (variagéo
da temperatura corporal - ATc). A diferenga entre os tratamentos foi avaliada por
analise de variancia a um critério (ANOVA ONE-WAY) seguida por teste de
Bonferroni para as comparagdes multiplas. O nivel de significancia considerado foi
de 5%.

Para a andlise de dois grupos, a diferenga foi avaliada pelo teste “t" nao
pareado. Os resultados obtidos neste caso foram expressos como média + EPM do
niamero de leucocitos totais e ainda média + EPM do peso dos estdmagos em

miligramas.



4. RESULTADOS
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41 CURVA DOSE RESPOSTA DO LPS NA MIGRACAO DE
LEUCOCITOS

Os valores apresentados nos graficos referentes aos resultados de migracéo
leucocitaria e leucocitose (contagem global), incluindo os valores obtidos na
diferenciagéo celular (neutrdfilos, eosindfilos e mononucleares) encontram-se no
apéndice 2.

A administracdo de LPS nas doses de 0.002 a 2.0ug/kg (ip) promoveu um
aumento significativo no numero de leucdcitos totais para a cavidade peritoneal dos
animais, quando comparados ao grupo salina, 6 horas ap6s os tratamentos (FIG. 1).
Este aumento deveu-se principalmente a um aumento no nuamero de neutréfilos
(FIG. 2).

Doses de LPS superiores a estas (20.0 e 200.0 pg/kg) induziram uma
diminuig&o significativa no numero de leucdcitos totais, que se refletiu no numero de
neutrofilos que migraram para a cavidade peritoneal (FIGS. 1 e 2).

Quanto ao numero de outros leucdcitos encontrados no exsudato peritoneal,

.ndo houve diferengas entre as células mononucleares, porém observou-se um
aumento no numero de eosindfilos somente com LPS na dose de 2.0ug/kg,

comparado ao grupo controle (salina) (apéndice 2).
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FIG. 1: Migracéo de leucdcitos totais para a cavidade peritoneal de ratos estimulada
por LPS. Os animais receberam LPS em doses crescentes ou salina estéril
(1mL/200g), ambos por via ip e o numero de leucdcitos foi avaliado 6 horas apds os
tratamentos. As barras representam a média + EPM do numero de leucécitos totais
/mm® (n= 10-20). ** Diferenca significativa em relacdo ao grupo salina, P<0,01;
# Diferenga significativa em relagdo ao grupo salina, P<0,001; € Diferenca
significativa em relagdo ao grupo LPS 0.2ug/kg, P<0,01; e Diferenga significativa em

relagao ao grupo LPS 0.2ug/kg, P<0,001.



30

50001
™
£ , g
o 4000- T
: T
£ 3000- N ** *
5 \ T —_
g
% 200 OJ e
o N\
o
£ 1000 \
Z S——
N e I
salina 0.002 002 0.2 20 20.0 200.0 pg/kg

LPS

FIG. 2: Migragéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos estimulada por
LPS. Os animais receberam LPS em doses crescentes ou salina estéril (1mL/200g),
ambos por via ip e o nimero de neutréfilos foi avaliado 6 horas apds os tratamentos.
As barras representam a média + EPM do nuamero de neutréfilos/mm® (n= 7-11).
* Diferenca significativa em relagdo ao grupo salina , P<0,05. ** Diferenca
significativa em relagéo ao grupo salina, P<0,01; # Diferenca significativa em relagéo

ao grupo salina, P<0,001.
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4.2 CURVA DOSE RESPOSTA DO LPS NA LEUCOCITOSE

O numero de leucdcitos totais circulantes em animais tratados com LPS 0.02
a 200.0ug/kg mostrou-se significativamente aumentado quando comparados ao
grupo salina, 6 horas apds os tratamentos (FIG. 3). Esta leucocitose deveu-se
principalmente por uma neutrofilia dose dependente (FIG. 4).

Nao foram encontradas diferengas significativas no numero de
mononucleares circulantes, contudo, observamos uma eosinofilia nos animais

tratados com LPS 0.02 pg/kg, comparado ao grupo controle (apéndice 2).
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FIG. 3: Variacdo no numero de leucécitos totais circulantes induzida por LPS. LPS
nas doses acima descritas e salina estéril (1mL/200g) foram administrados por via ip
e as amostras de sangue foram coletadas 6 horas apés os tratamentos por pungao
cardiaca. As barras representam a média + EPM do numero de leucécitos/mm?
(n=8-13). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo salina, P<0,05. ** Diferehga
significativa em relagéo ao grupo salina, P<0,01; # Diferenca significativa em relagao

ao grupo salina, P<0,001.
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FIG. 4: Variacdo no numero de neutrdfilos circulantes induzida por LPS. LPS nas
doses acima descritas e salina estéril (1mL/200g) foram administrados por via ip e as
amostras de sangue foram coletadas 6 horas apds os tratamentos por pungdo
cardiaca. As barras representam a média + EPM do numero de neutréfilos/mm?
(n=7-16). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo salina, P<0,05; # Diferenga

significativa em relag&o ao grupo salina, P<0,001.
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4.3 CURVA DOSE-RESPOSTA DO LPS NA RESPOSTA FEBRIL

A administracdo de LPS 0.2 pg/kg induziu um aumento da temperatura
corporal, com inicio a partir da 22 hora, atingindo o pico da resposta na 2,5 hora
(0.544 £ 0.102 °C). A temperatura voltou ao normal na 42 hora, permanecendo até a
62 hora apoés o tratamento (FIG. 5).

Por outro lado, a dose maior do estimulo, LPS 200.0 ug/kg, induziu uma
resposta febril de maior magnitude do que aquela observada para a menor dose. O
aumento da temperatura teve inicio a partir da 2,5 hora, atingindo o pico da resposta
na 42 hora (1.100 + 0.098 °C). A temperatura permaneceu elevada até a 62 hora
apds o tratamento (1.42 + 0.15 °C) (FIG.5).
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FIG. 5: Resposta febril induzida pela administracdo ip de LPS. Os animais
receberam salina 1mL/200g ( O ) ou LPS nas doses de 0.2 ug/kg ( ) ou 200.0
ug’kg ( O ). Os pontos representam a média + EPM da variagdo da temperatura
corporal (°C) dos animais (n= 9-12). * Diferenca significativa em relégéo ao grupo
salina, P<0,05; # Diferenca significativa em relacédo ao grupo salina, P<0,001;
® Diferenca significativa em relagéo ao grupo LPS0.2 ng/kg, P<0,001.
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4.4 AVALIACAO DO TEMPO DE COLHEITA DO FLUIDO
PERITONEAL E DO SANGUE

Para avaliagdo do tempo de colheita foram utilizadas as duas doses de LPS
que representam os picos de migracao de leucdcitos para a cavidade peritoneal e de
leucocitose, sendo 0.2 e 200.0 ug/kg, respectivamente. Estes parametros foram
avaliados nestas doses, nos tempos de 1,5 e 3 horas ap6s a administracdo do LPS.

As figuras 6 e 7 mostram a migragao de leucdécitos totais (A) e neutrofilos (B)
para as cavidades peritoneais de ratos, 1,5 e 3 horas, respectivamente apos a
administracdo do estimulo. A administracdo de LPS na dose de 0.2 ug/kg - ip
promoveu um aumento no numero de leucécitos (FIGS. 6A e 7A) e de neutrdfilos
(FIGS. 6B e 7B) que migraram para a cavidade peritoneal, de maneira similar em 1,5
e 3 horas apds 0s tratamentos. Estes valores foram semelhantes aquele obtido na 62
hora (FIG.2). Na maior dose, 200.0 pg/kg, como ja haviamos detectado na 62 hora
(FIG.2), houve uma diminuicdo da migragao leucocitaria para a cavidade peritoneal,
que foi mais evidente na 3?2 hora (FIG. 7) do que em 1,5 hora (FIG. 6). N&o foram
encontradas diferengas no numero de leucdcitos mononucleares 1,5 hora apds os
tratamentos com LPS, porém, na 32 hora, verificou-se monocitopenia (salina:
2305.17 + 144.39; LPS 0.2 pg/kg: 1928.5 + 194.57; LPS 200.0 pg/kg: 1300.3 +
110.38). Quanto ao numero de eosindfilos, observamos eosinofilia para a menor
dose em 1,5 hora e para as duas doses de LPS na 32 hora (apéndice 2).

As figuras 8 e 9 mostram o numero de leucdcitos totais (A) e neutréfilos (B)
circulantes, 1,5 e 3 horas, respectivamente, apoés a administragcdo do estimulo. Com
relacdo a leucocitose, observamos que 1,5 hora apés a administragéo de LPS,
nenhuma das doses induziu qualquer aumento no nimero de leucécitos totais (FIG.
8 A) e neutrdfilos circulantes (FIG. 8 B). No entanto, na 32 hora ja podemos detectar
um aumento significativo no numero de neutréfilos circulantes com ambas as doses
de LPS (0.2 ng/kg e 200.0ug//kg, FIG. 9 B). Vale notar que, para a dose menor (0.2
ugkg) a neutrofilia foi maior na 32 hora do que na 62 hora (FIG.4) enquanto que para
a dose maior (200.0 pg/kg) a neutrofilia aumentou em decorréncia do tempo (FIGS.

4: 8B e 9B). Quanto ao numero de outros leucdcitos circulantes, ndo observamos
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diferencas no numero de mononucleares na 1,5 hora apés os tratamentos, contudo,
na 32 hora, observamos monocitopenia para a maior dose de LPS (salina: 6359.2 +
515.47; LPS 200.0 pg/kg: 3648.8 + 355.39). Observamos uma eosinofilia somente

1,5 hora apds os tratamentos, para a menor dose do estimulo (apéndice 2).
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FIG. 6: Migragcdo de leucdcitos totais (A) e de neutrdfilos (B) para a cavidade
peritoneal de ratos estimulados por LPS. Os animais receberam LPS nas doses
acima citadas ou salina estéril (1mL /200g), ambos por via ip € o numero de células
foi avaliado 1,5 hora ap6s os tratamentos. No painel A, as barras representam a
média + EPM do nimero de leucécitos totaissmm? (n=6-12). No painel B, as barras
representam a média + EPM do nimero de neutréfilos/mm® (n=6-11). # Diferenca

significativa em relag&o ao grupo salina, P<0,001.
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FIG. 7: Migracdo de leucdcitos totais (A) e de neutréfilos (B) para a cavidade
peritoneal de ratos estimulados por LPS. Os animais receberam LPS nas doses
acima citadas ou salina estéril (1mL/200g), ambos por via ip € o numero de células
foi avaliado 3 horas apés os tratamentos. No painel A, as barras representam a
média + EPM do niimero de leucdcitos totais/mm?® (n=11-12). No painel B, as barras
representam a média + EPM do niimero de neutréfilos/mm® (n=7-10). ** Diferenca
significativa em relagdo ao grupo salina, P<0,01. # Difereng¢a significativa em relagcéo

ao grupo salina, P<0,001.
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FIG. 8: Variagéd no nimero de leucdcitos totais (A) e de neutréfilos (B) circulantes
induzidos por LPS. Salina estéril (1mL/200g) e LPS nas doses acima citadas foram
injetados via ip nos ratos e as amostras de sangue foram coletadas ap6s 1,5 hora.
No painel A, as barras representam a média + EPM do nuimero de leucocitos
totais/mm> (n=6-10). No painel B, as barras representam a média + EPM do nimero

de neutréfilos/mm?® (n=6-9).
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FIG. 9: Variagdo no numero de leucdcitos totais (A) e de neutrofilos (B) circulantes
induzidos por LPS. Salina estéril (1mL/200g) e LPS nas doses acima citadas foram
injetados via ip nos ratos e as amostras de sangue foram coletadas apds 3 horas.

No painel A, as barras representam a média + EPM do numero de leucdcitos
totais/mm? (n=11). No painel B, as barras representam a média + EPM do numero
de neutréfilos/mm? (n=10-12). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo salina,
P<0,05; # Diferenca significativa em relagdo ao grupo salina, P<0,001.
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45 PESO DOS ESTOMAGOS DE ANIMAIS VGX E FALSO-
OPERADO

A efetividade da cirurgia de vagotomia subdiafragmatica foi avaliada apés a
retirada do estdmago, através da pesagem direta do 6érgéo, de ambos os grupos. Os
animais VGX apresentaram o peso absoluto do estdbmago (em miligramas)
significativamente maior do que os animais do grupo falso-operado (FIG. 10).
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FIG. 10: Peso absoluto do estdmago de animais VGX e falso-operado. As barras
representam a média + EPM do peso dos estdbmagos em miligramas (n = 52).

# Diferenca significativa em relagdo ao grupo SHAM, P< 0,001.
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4.6 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR LPS EM RATOS VGX

A administragéo de LPS na dose de 0.2 pug/kg promoveu uma pequena, mas
significativa elevagdo da temperatura corporal em ratos falso-operados, quando
comparados aos respectivo grupo controle (salina) (FIG. 11). A resposta febril teve
iinicio a partir da 2,5 hora atingindo pico em 3,5 hora (SHAM salina: -0.031 +
0.055 °C; SHAM LPS: 0.333 + 0.136 °C) e, de como ja observado em animais n&o
operados (FIG. 5), a temperatura permaneceu baixa até a 62 hora. Animais VGX que
receberam o mesmo estimulo pirogénico ndo apresentaram febre (3,5 hora: VGX
salina: -0.043 + 0.129 °C e VGX LPS: 0.000 + 0.130 °C).

Por outro lado, a dose pirogénica de LPS (200.0 pg/kg—-ip) aumentou a
temperatura corporal de animais falso-operados, quando comparados ao grupo
falso-operado salina. A febre iniciou-se a partir da 22 hora, atingindo pico em 2,5
hora (SHAM salina: 0.054 +0.058; SHAM LPS: 1.109 + 0.117) e a elevagao da
temperatura manteve-se até a 62 hora. Contudo, animais VGX que receberam a
mesma dose de LPS ndo apresentaram elevagdo da temperatura corporal, quando
comparados ao grupo falso-operado LPS (3 hora: VGX salina : -0.057 + 0.157°C;

VGX LPS: 0.278 £ 0.128°C) (FIG. 12).
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FIG. 11: Resposta febril induzida pela administracéo ip de LPS em ratos VGX e
falso-operados. Os animais receberam LPS na dose de 0.2 pg/kg (SHAM A e VGX
A) ou salina estéril 1mL/200g (SHAM O e VGX B). Os pontos representam a média
+ EPM dé variagéo da temperatura corporal (°C) dos animais (n = 5 - 13). * Grupo
SHAM LPS estatisticamente diferente do grupo SHAM salina, P<0.05; # Grupo
SHAM LPS estatisticamente diferente do grupo VGX LPS, P<0.05.



45

2.0+

%) 1.54
Py 1.0-
- 0.5
0.0

-0.5-

FIG. 12: Resposta febril induzida pela administracdo ip de LPS em ratos VGX e
falso-operados. Os animais receberam LPS na dose de 200.0 pug/kg (SHAM O e
VGX @) ou salina estéril 1 mL/200 g (SHAM O e VGX H). Os pontos representam a
média + EPM da variacdo da temperatura corporal (°C) dos animais (n = 7 - 13).
* Grupo SHAM LPS estatisticamente diferente do grupo SHAM salina, P<0,001;
# Grupo VGX LPS estatisticamente diferente do grupo SHAM LPS, P<0,001.
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47 AVALIACAO DE CELULAS RESIDENTES NA CAVIDADE
PERITONEAL

A viabilidade dos leucdcitos presentes na cavidade peritoneal de animais
falso-operados e VGX que ndo receberam estimulo inflamatdrio foi testada com Azul
de Pontamina 1%. Nao encontramos diferencas entre o numero de células viaveis
para os dois grupos (falso-operados: 88.0% e VGX: 84.3 % de células viaveis).

O numero de leucécitos totais encontrados na cavidade peritoneal de animais
VGX que ndo receberam qualquer estimulo, foi significativamente menor do que o
observado no grupo falso-operado (SHAM: 2616.67 + 306.78; VGX: 1011.11 +
103.00 leucocitos) (FIG.13).

Ainda nestes animais, avaliamos o numero diferencial dos leucodcitos
presentes no peritdneo. Nao encontramos diferengas em relacdo ao numero de
neutréfilos e baséfilos, porém, verificamos uma diminuicdo de 71.9% de eosindfilos e
de 56.0 % de mononucleares no grupo VGX (FIG. 14).
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FIG. 13: Numero de leucécitos totais residentes na cavidade peritoneal de animais
falso-operados e VGX. As barras representam a média + EPM do numero de

leucdcitos totais/mm?® (n=6 — 9). # Diferenca significativa em relagdo ao grupo falso-
operado, P< 0,001.
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FIG. 14: Numero de neutréfilos (N), eosindfilos (E), mononucleares (M) e basdfilos
(B) residentes na cavidade peritoneal de animais falso-operados e VGX. As barras
representam a média + EPM do nimero de leucécitos /mm? (n=6 - 9). # Diferenca
significativa em relacdo ao grupo E falso-operado, P< 0,001; 4 Diferenca

significativa em relagdo ao grupo M falso-operado, P< 0,001.
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4.8 AVALIACAO DA MIGRACAO LEUCOCITARIA EM RATOS VGX

Ao avaliarmos a migragao leucocitaria, 3 horas apés a administracdo da dose
de LPS que causa essa resposta (0.2 pg/kg — ip), verificamos que o nimero de
leucdcitos totais que migraram para a cavidade peritoneal de ratos tratados com LPS
somente aumentou nos animais falso-operados, quando comparados ao respectivo
grupo salina (dados ndo mostrados). Observamos também um aumento na migracdo
de neutréfilos induzida pelo LPS 0.2ug/kg, tanto no grupo falso-operados como no
grupo VGX, de maneira similar ao observado anteriormente em animais nao
operados (FIG. 7 B). Quanto ao numero de demais leucdcitos encontrados na
cavidade peritoneal,' nao encontramos diferengas no numero de mononucleares,
porém, observamos uma diminuigdo no numero de eosindfilos no grupo VGX salina
(apéndice 2). |

A administracdo do LPS na dose de 0.2 pg/kg - ip aumentou
significativamente a migracdo de leucocitos totais para a cavidade peritoneal dos
animais falso-operados e VGX 6 horas apds a administragdo do estimulo, quando
comparados aos respectivos grupos salina (FIG. 15. A). Este aumento deveu-se
principalmente por um aumento na migragéo de neutréfilos, observado nos grupos
falso-operados e VGX que receberam LPS (FIG. 15 B). Contudo, os animais VGX
tratados com LPS apresentaram uma redugéo significativa no numero de leucdcitos
totais que migraram para a cavidade peritoneal, quando comparados aos animais
falso-operados que tiveram o mesmo tratamento (FIG. 15 A). Da mesma maneira, o
numero de neutréfilos encontrados na cavidade peritoneal de animais VGX que
receberam LPS mostrou-se significativamente reduzido quando comparado ao grupo
falso-operados que recebeu o mesmo estimulo (FIG. 15 B). O numero de leucdcitos
mononucleares na cavidade peritoneal n&o foi diferente para os quatro grupos,
contudo, observamos um aumento no numero de eosindfilos para o grupo falso-

operado que recebeu LPS (apéndice 2).
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FIG. 15: Migracido de leucdcitos totais (A) e de neutrdfilos (B) para a cavidade
peritoneal de ratos estimulados por LPS. Os animais receberam LPS na dose de 0.2
ug/kg ou salina estéril (1mL/200g), ambos por via ip € 0 numero de células foi
avaliado 6 horas apos os tratamentos. No painel A, as barras representam a média
+ EPM do nimero de leucdcitos totais'mm® (n=5-11). No painel B, as barras
representam a média + EPM do numero de neutréfilos/mm®  (n=4-10).
# Estatisticamente diferente dos respectivos grupos salina, P<0,001;
® Estatisticamente diferente do grupo SHAM LPS, P<0,001; * Estatisticamente

diferente do grupo VGX salina, P<0,05; @ Estatisticamente diferente do grupo
SHAM LPS, P<0,01.
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4.9 AVALIAGAOQ DA LEUCOCITOSE EM RATOS VGX

Quando o sangue foi coletado 3 horas apds os tratamentos, ndo observamos
alteragdes no numero de leucdcitos totais circulantes nos animais falso-operados e
VGX que receberam LPS 200ug/kg (dados n&o mostrados), similarmente ao
observado em animais ndo operados que receberam o mesmo tratamento (FIG. 9
A). O numero de neutrdfilos circulantes foi aumentado nos animais falso-operados e
VGX tratados com LPS 200ug/kg, correspondendo ao observado em animais nao
operados (FIG. 9 B). Avaliamos o numero de outros leucécitos circulantes e
observamos uma diminuicdo de mononucleares nos dois grupos tratados com LPS,
e ndo encontramos diferengas no numero de eosindéfilos nos animais(apéndice 2).

A administragdo de LPS na dose que causa leucocitose em ratos normais
(200pug/kg — ip) também promoveu um aumento significativo no numero de leucécitos
totais circulantes em ratos falso-operados e VGX, comparados aos grupos salina,
quando o sangue foi coletado 6 h apos a administragéo dos estimulos (FIG. 16 A).
Esta leucocitose deveu-se principalmente por neutrofilia, observada nos grupos
falso-operados e VGX que receberam LPS 200ug/kg, quando comparados aos
respectivos grupos salina (FIG. 16 B). Observamos monocitopenia apenas no grupo
falso-operado tratado com LPS e ndo encontramos diferengas no numero de
eosindfilos circulantes nos animais (apéndice 2).
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FIG. 16: Variagdo no numero de leucdcitos totais (A) e de neutréfilos (B) circulantes
induzidos por LPS em ratos SHAM e VGX. Salina esteéril (1mL/200g) e LPS na dose

de 200.0 pg/kg foram injetados via ip. nos ratos e as amostras de sangue foram

coletadas apds 6 horas. No painel A, as barras representam a média + EPM do

numero de leucdcitos totaisfmm>® (n=26-14). No painel B, as barras representam a

média + EPM do nimero de neutréfilos/mm® (n=12-21). ** Estatisticamente diferente

do grupo SHAM salina, P<0,01; * Estatisticamente diferente do grupo VGX salina,

P<0,05; # Estatisticamente diferente dos respectivos grupos salina, P<0,001.
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Na presenga de um estimulo injuriante, macréfagos residentes s&o ativados e
atuam como células de alarme, desencadeando mecanismos de defesa através da
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios tais como IL-1B8, TNF-a, IFN-y, LTB,,
entre outros, que por sua vez, constituem o elo entre o desenvolvimento de
manifestacdes locais (migragcéo leucocitaria) e sistémicas (neutrofilia e febre). A
ocorréncia de tais eventos dependem da qualidade e da intensidade do estimulo
injuriante.

Em nosso modelo experimental, a migragdo de leucdcitos totais para a
cavidade peritoneal foi significativamente aumentada pelo LPS nas doses de 0.002
a 2.0 ug/kg, atingindo o pico da resposta com a dose de 0.2ug/kg (FIG.1). Esse
aumento foi ocasionado principalmente pela elevagdo da migragdo de neutrofilos
(FIG.2). No entanto, as maiores doses do LPS (20 e 200ug/kg) promoveram uma
diminuicdo significativa no numero de leucécitos totais e de neutréfilos que
migraram para a cavidade peritoneal dos animais (FIGS. 1 e 2).

O numero de leucdcitos totais circulantes mostrou-se elevado quando os
animais receberam LPS nas doses de 0.02 a 200.0upg/kg (FIG. 3). A leucocitose
observada também deveu-se principalmente a neutrofilia, sendo que o pico da
resposta deu-se com a dose de 200ug/kg (FIG.4).

Esses dados s&o corroborados pela literatura, particularmente a inibigao da
migragao celular em doses mais altas de LPS (ROCHA e FERREIRA, 1986). Tanto
na migragdo celular como na leucocitose, observamos um aumento no numero de
eosindfilos (apéndice 2). Contudo, ndo encontramos na literatura dados -
semelhantes que pudessem explicar tal ocorréncia. Além disso, tal fendbmeno foi
pontual, o que ‘sugere variagdes ao acaso. Esses resultados, juntamente com os de
migracédo celular, foram obtidos colhendo o sangue e o fluido peritoneal 6 horas
apos os tratamentos.

Os dados relativos ao numero de neutréfilos, em conjunto, mostram que a
diminuicdo da migracéo destes leucécitos & acompanhada pelo aumento do numero
destes neutréfilos na circulacdo, quando da administracdo de altas doses do
estimulo. Inicialmente, a administragcdo do estimulo desencadeia a geragéo de

fatores quimiotaticos locais, promovendo a migragéo de células do sangue para o
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sitio inflamatério, conforme observado. No entanto, a medida que esta dose é
aumentada (LPS 0.2ug/kg a 200 pg/kg, FIG.1), a migracdo de células para o sitio
inflamatério diminui. E possivel que esta diminuicdo do nimero de leucécitos no
fluido peritoneal seja causada pela grande quantidade de mediadores inflamatérios
gerados pelas doses mais altas de LPS. Neste sentido, 0 extravasamento destes
mediadores em altas quantidades para a corrente sanguinea ou ainda do proprio
LPS, desencadeariam uma resposta sistémica, onde as células mobilizadas para
realizar a defesa n&o reconhecem exatamente onde estd localizado o sitio
inflamatério, e permanecem na corrente sangiinea. Uma outra possibilidade,é que
altas doses de LPS sdo capazes de ativar macrofagos a liberarem na circulagéo
mediadofes que inibem a migragao de leucécitos para o foco inflamatoério (CUNHA e
cols., 1988). Apesar de no presente estudo ndo termos investigado este aspecto, &
conhecido que o aumento de leucécitos circulantes durante a neutrofilia € seguido
da diminuicdo do conjunto dessas células, na medula 6éssea (BOZZA e cols.,1994).
Diversos autores tem reportado a capacidade de LPS em induzir febre e neutrofilia,
fendbmenos que fazem parte da RFA (PERRY e cols., 1957; RIETCHEL e cols.,
1994; BOZZA e cols., 1994). Além disso, outros mediadores inflamatérios também
podem induzir neutrofilia, quando liberados direta ou indiretamente apds a
administracdo sistémica de LPS (ULICH e cols.,1986; ULICH e cols.,1987).

Outro fendmeno classico apresentado durante a RFA é a resposta febril.
Segundo DINARELLO e cols. (1988), a febre consiste na elevagdo controlada da
temperatura interna de um organismo para niveis acima dos normais, decorrente de
uma alteracdo do ponto de regulagem hipotalamico. Esta alteragdo ocorre quando
PEx, como o LPS, estimulam macroéfagos, leucécitos e demais células a sintetizar e
liberar mediadores da resposta febril, denominados PE (FOREMAN, 1994).

Ao analisarmos a resposta febril, observamos que a dose maior de LPS (200
ug/kg) produziu uma significativa elevagéo de temperatura corporal que atingiu o
seu ponto maximo na 42 hora. A temperatura permaneceu aumentada até a 6° hora
apos o tratamento (FIG.5). Por outro lado, a menor dose de LPS (0.2pg/kg) induziu
uma resposta febril de menor magnitude nos animais, com pico maximo na 2,5 hora.
Estes dados estdo de acordo com KLUGER (1991) e ZAMPRONIO e cols. (1994),
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qde demonstraram que doses mais altas de LPS induzem uma febre potente e
duradoura, produzida diretamente pela liberagdo de citocinas (PE), enquanto que
doses mais baixas tendem a produzir uma resposta febril de curta duragao.

Desta maneira, passamos a avaliar o curso temporal dos fendmenos de
migracéo leucocitaria e leucocitose, apds o tratamento com LPS nas doses de 0.2 e
200.0 ug/kg.

A injecdo de LPS na dose de 0.2ug/kg aumentou significativamente a
migracdo de leucdcitos totais e posteriormente neutréfilos para a cavidade
peritoneal ja 1,5 hora ap6s o tratamento (FIG. 6) e qué se manteve na 32 hora
(FIG.7). Contudo, com a maior dose de LPS, o numero de leucdcitos totais nao se
mostrou diferente do controle (salina) tanto 1,5 como 3 horas ap6s a administragao
do estimulo (FIGS. 6 e 7). Este fendbmeno também havia sido observado na 62 hora.
Apesar de observarmos um pequeno aumento no numero de neutréfilos que
migraram para a cavidade peritoneal dos animais, 3 horas ap6s a administragao de
LPS na dose de 200.0ug/kg (FIG. 7 B), também verificamos uma redugéo
significativa no nu.mero de leucécitos mononucleares (salina 2305.2 + 144 e LPS
200.0ug/kg 1300 + 110). Estes dados indicam que a migragédo de neutréfilos pode
ser detectada a partir de 1,5 hora apds a administragdo da menor dose de LPS .

Embora a migragéo celular tenha se iniciado 1,5 hora ap6s a administragéo
do LPS, ndo observamos variagdo no numero de leucdcitos circulantes neste
periodo (FIG. 8). Portanto, é possivel que haja uma compensagdo dos neutrofilos
que saem da corrente sanglinea para o sitio inflamatério com novas células que
cairam na corrente sanguinea, ou seja, a leucocitose inicia-se neste periodo mas
ndo pode ser detectada a menos que se avalie o conjunto de células da medula
ossea. Entretanto, na 32 hora foi possivel detectar um aumento significativo no
numero de neutrofilos circulantes com ambas as doses de LPS (FIG. 9 B) e com a
dose de 0.2ug/kg, somente o aumento do numero de leucdcitos totais circulantes
(FIG. 9 A). O numero total de leucécitos circulantes na dose de 200.0 ug/kg de LPS
nao foi significativamente diferente do controle, pois paralelamente a migragéo de
leucocitos totais, houve uma diminuicdo no numero de mononucleares (salina:
6359.2 + 515; LPS 200ng/kg: 3648.8 + 355). Segundo van der POOL e cols. (1992),
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o TNF-a pode promover neutrofilia, linfopenia e monocitopenia em humanos, e parte
deste efeito se deve ao aumento dos niveis séricos de IL-6. MILLER e cols.(1997)
demonstraram que os niveis destas citocinas estdo aumentadas na circulagéo de
ratos quando da administracdo de LPS. Porém, quanto aos dados envolvendo
reducédo de mononucleares, ndo podemos afirmar se esta ocorrendo uma linfopenia
ou monocitopenia, pois nao realizamos a diferenciagédo das células rﬁononucleares
entre linfécitos e monocitos. Assim como dito anteriormente, ndo atribuimos ao LPS
0 aumento de eosindfilos no exsudato peritoneal ou no sangue (apéndice 1). E
importante salientar que a dose menor do estimulo (0.2ug/kg) promoveu maior
neutrofilia na 32 hora (6032.3 + 487.7) do que na 62 hora (5363.0 + 799.5), enquanto
que para a maior dose (200ug/kg), a neutrofilia aumentou em decorréncia do tempo
(1,5h: 2514.6 +442.7;, 3 h: 6347.7 + 516.9; 6 h: 10719.5 + 884.8).

Quanto ao tempo para o aparecimento das respostas sistémicas (febre e
leucocitose), pudemos verificar que a resposta febril e a neutrofilia ndo sao
detectaveis 1,5 hora apos a injegdo dos estimulos, o que sugere um paralelismo
nestas respostas e portanto uma relagéo entre os mediadores envolvidos (ULICH e
cols., 1986; ULICH e cols., 1987a; ULICH e cols., 1987b; ULICH e cols., 1989a;
KAJITA e HUGLI, 1990; HECHTMAN e cols., 1991; BERTINI e cols., 1993;
KLOSTERHALFEN e cols., 1992; DALE 1989; GORDON, 1955; ULICH e cols.,
1989).

Assim, os dados obtidos sugerem que, quando o estimulo é intenso, a
qguantidade de mediadores que atinge a circulagdo sanguinea desencadeia uma
resposta sistémica, a RFA, caracterizada pela febre e neutrofilia. Neste sentido, é
possivel que o proprio estimulo (LPS) tenha chegado a circulagdo sanguinea, e
portanto, torna-se mais importante defender o organismo como um todo, n&o
havendo mais a necessidade da resposta local (migragdo celular). Ainda,
observando de outro angulo, se o estimulo é de baixa intensidade (LPS 0.2 pg/kg),
por que desencadear uma respoSta sistémica de febre e leucocitose (que possui
sua contrapartida de prejuizo), se a questéo pode ser resolvida localmente?

Alguns autores ja demonstraram que a vagotomia subdiafragmatica € capaz

de bloquear fendbmenos comportamentais relacionados & doenga (WATKINS e cols.,
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1995a; WATKINS e cols., 1995b; GOEHLER e cols.,1995; FLESHNER e cols.,
1995). Nosso estudo buscou néo focalizar fendbmenos comportamentais , mas as
respostas inflamatéria e de fase aguda em animais VGX.

Véarios estudos demonstram que animais submetidos a vagotomia
subdiafragmatica n&o apresentam febre (OPP e cols., 1997; ROMANOVSKY e cols.,
1997 a,b; WATKINS e cols., 1995 a,b). Essa auséncia da resposta febril esta
relacionada a deficiéncia da transdug&o de sinais pirogénicos da cavidade
abdominal ao cérebro, excluindo portanto fendbmenos de incompeténcia
termorregulatéria, desnutricdo, tolerancia ao LPS, entre outros (ROMANOVSKY e
cols., 1997a; ROMANOVSKY e cols., 1997b). Assim como em outros estudos, 0s
animais submetidos a vagotomia subdiafragmatica utilizados nessa investigacéo
receberam uma dieta calérica complementar a ragdo, garantindo a auséncia de
desnutricdo. Da mesma maneira que ROMANOVSKY e cols. (1997b), utilizamos
como cdmprovagéo da efetividade da cirurgia de vagotomia subdiafragmatica, a
pesagem e comparagcdo dos pesos absolutos dos estdmagos, significativamente
maiores em animais VGX (FIG. 10). »

Nossos estudos confirmam os dados acima. A resposta febril induzida pela
maior dose de LPS (200.0 ug/kg - ip) foi significativamente reduzida em animais
VGX, comparado aos animais falso-operados (FIG. 12). Embora a menor dose de
LPS (0.2 ug/kg - ip) tenha elevado a temperatura corporal com menor intensidade,
essa elevagdo mostrou-se também reduzida em animais VGX (FIG. 11).

GOLDBACH e cols. (1997) observaram que cobaias VGX que receberam LPS
pela via intramuscular apresentaram febre, enquanto que aquelas que receberam
LPS pela via intraperitoneal, ndo apresentaram febre, ou seja, quando o estimulo &
administrado pela via ip, a vagotomia reduz a febre induzida pelo LPS. Portanto, os
animais VGX néo s6 sdo capazes de responder a varigdes de temperatura ambiente
como também podem desenvolver febre, desde que o estimulo seja administrado
em outro local que n&o o desnervado.

WATKINS e cols. (1995a) sugeriram que 0 nervo vago seria uma via de
transducdo de sinais pirogénicos vindos da periferia ao cérebro, levantando a

hipotese de uma participagdo importante do figado na génese da resposta febril,
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como um sitio de processamento de PE e PEx, uma vez que citocinas pirogénicas,
como IL-1, podem ser originadas nas células de Kupffer do figado, ligando-se a
seus respectivos receptores do ramo vagal hepatico. Além disso, injegcbes
intravenosas de IL-1B na veia porta-hepatica promoveram um aumentd na
velocidade de descarga de aferentes vagais (NIJIMA, 1996). GOEHLER e cols.
(1994) demonstraram ainda que o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1 RA) pode
ligar-se a ramos hepaticos do nervo vago, sugerindo a existéncia de sensores para
IL-1B ou para algum mediador gerado por esta citocina capaz de enviar informacgées
para o SNC através do ramo vagal hepatico. Corroborando a participagéo do figado,
ja foi demonstrado que a vagotomia seletiva do ramo hepatico vagal é a responsavel
pela auséncia da resposta febril (SIMONS e cols, 1988), sugerindo portanto, o
envolvimento desse 6rgéo na patogénese da febre (DINARELLO e cols., 1968).

Atualmente, existem estudos que procuram investigar a partcipagcédo de outros
nervos aferentes que estejam envolvidos com a resposta febril. ROTH e cols. (1999)
mostraram que a geragéo de febre através da injecdo de baixas doses de LPS em
uma camara subcutanea implantada no dorso do animal pode ser bloqueada
através da anestesia local com ropivacaina , sugerindo que neste caso, a resposta
febril possa ser mediada por aferentes cutaneos.

Essas observagbes reforcam a hipbtese de que os sinais gerados
perifericamente na resposta inflamatéria podem ser enviados ao SNC, através de
estimulos nervosos.

S3o0 varios os estudos que indicam a participagdo de aferentes vagais na
resposta febril, no entanto, até o0 momento, n&o existiam dados que avaliassem a
integridade de fendmenos periféricos que ocorriam concomitantemente a estes
fendbmenos centrais em animais submetidos a vagotomia. Neste sentido,
inicialmente propusemo-nos a avaliar a integridade de células residentes na
cavidade peritoneal de animais VGX.

A avaliacdo da viabilidade dos leucécitos de animais que n&o receberam LPS
permitiu observar a quantidade de células residentes vivas nos grupos falso-
operados e VGX. Os dados obtidos apontam para uma similaridade entre o numero

de leucocitos viaveis para ambos os grupos, indicando que, através deste método, a
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vagotomia su-bdiafragmética nao altere a viabilidade de células residentes. No
entanto, observamos que, animais submetidos a vagotomia subdiafragmatica
possuem uma quantidade menor de leucécitos totais residentes que os animais
falso-operados (FIG. 13), e mais ainda, que a diminuicdo destas células esta
relacionada & diminuicdo de eosindfilos e mononucleares (FIG. 14). E possivel que
a diminuicdo de leucécitos peritoneais seja decorrente de algum‘efeito direto da
auséncia do nervo vago, alterando ent&o o niimero destas células no peritdneo, ou
seja, a integridade do nervo € essencial para assegurar o numero de células
residentes no peritdbneo. O método disponivel para avaliagdo da viabilidade celular,
no entanto, ndo foi o mais adequado, uma vez que se baseia simplesmente no fato
destas células estarem vivas ou ndo. Ainda, existe a possibilidade que, além do
numero reduzido, estas células estejam com seu metabolismo alterado. Um método
de avaliagdo mais preciso seria a avaliagdo da viabilidade celular pelo método do
MTT (brometo de 3-(4, 5 - dimetiltiazol -2 -il)-2,5 - difeniltetrazdlico) (MOSMANN,
1983; TADA e cols, 1986). Este método baseia-se no principio de que este sal, o
MTT, é clivado pelas enzimas mitocondriais de células viaveis, resultando em um
precipitado, chamado de formazan. Este precipitado € entdo dissolvido, e sua
quantificagcdo pode ser feita por espectrofotometria.

Embora uma avaliagdo qualitativa mais adequada destas células n&o tenha
sido possivel, a variacdo no nimero de células residentes sugeriu-nos possiveis
variagdes nas respostas de migragao celular e leucocitose em animais VGX.

No periodo de 3 horas apés a administracdo da dose de LPS que causa
migracao leucocitaria (0.2 pg/kg), o numero de leucdcitos totais que migraram para
a cavidade peritoneal mostrou-se significativamente aumentado somente nos
animais do grupo falso-operado que receberam o estimulo, mas n&o no grupo VGX.
Contudo, observamos migracdo de neutréfilos induzida pelo LPS 0.2 pg/kg, em
ambos os grupos, porém, esta resposta foi mais evidente nos animais falso-operado
do que nos animais VGX, possivelmente pela diminuicdo de mononucleares
residentes em animais VGX (apéndice 2).

Ja na 6h apds os tratamentos, a administracdo do LPS 0.2 ug/kg-ip aumentou

a migracao de leucocitos totais (FIG. 15 A), especificamente neutréfilos (FIG. 15 B),
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para o sitio inflamatério, tanto em animais falso-operados como em animais VGX.
Porém, observamos que esse aumento na migracdo de leucdcitos totais foi
significativamente menor em animais VGX (FIG. 15 A). Da mesma maneira, a
migrag&o de neutréfilos obtida em animais VGX foi significativamente menor do que
a encontrada nos animais falso-operados (FIG. 15 B). Esses resultados nos
permitem sugerir, como era esperado, que a auséncia do nervo vago esta afetando
a migragao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos VGX, e que esta
diminuigéo é decorrente da reducgéo de cerca de 50% do numero de mononucleares
residentes nesses animais (FIG.14). Ja foi demonstrada, em varias espécies
animais, a importancia da populagdo de macréfagos residentes em gerar fatores
quimiotaticos para direcionar o movimento dos neutréfilos ao sitio inflamatério
(RUSSO, 1980; SOUZA e cols., 1985; CUNHA e cols., 1990). Portanto, a vagotomia
subdiafragmatica, reduzindo a quantidade de células residentes, esta acarretando
em uma menor migragdo de neutréfilos ao foco inflamatério. Ainda n&o podemos
descartar a hipdtese de que a auséncia do nervo vago interfira também na
qualidade dos mediadores gerados durante o processo inflamatério, e dessa
maneira, prejudique a migragao celular.

O numero de leucdcitos circulantes totais, 3 horas apds a administracéo de
LPS (200.0 ug/kg - ip), ndo foi alterado em animais VGX ou falso-operados quando
comparados aos respectivos controles. Porém, observamos significante neutrofilia
tanto nos animais falso-operados como nos VGX que receberam o LPS (apéndice
2). Este resultado, inalteracdo do numero de leucdcitos circulantes totais, mesmo
havendo uma neutrofilia, foi similar ao obtido em animais ndo operados (FIG. 9) e se
deve essencialmente a uma compensagdo do aumento do numero de neutrofilos
com uma diminuigdo no numero de mononucleares, como descrito anteriormente em
animais normais.

Quando o sangue foi coletado 6 horas apés a administragdo do LPS 200.0
ng/kg - ip, o numero de leucécitos totais e de neutrdfilos foi significativamente
aumentado tanto em animais falso-operados quanto em animais VGX (FIG. 16), ndo
havendo diferenca entre os grupos falso-operados e VGX que receberam LPS.

Possivelmente, altas doses de LPS acarretam em um extravasamento de
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mediadores para outros sitios, provocando uma ativagao generalizada de células, e
deste modo, n&o encontramos diferengas na leucocitose de animais VGX e falso-
operados (FIG. 16). Assim, nesta alta dose do estimulo, se houver uma diminuigao
de atividade de células residentes decorrente da vagotomia, esta se daria
essencialmente nas células do peritdbneo. A ativagao de células presentes em outros
sitios compensaria esta deficiéncia, o que resultaria na leucocitose similar em
animais VGX e falso-operados. E possivel que em doses menores de LPS, este
efeito compensatério ndo seja evidente e possamos identificar variagdes na
leucocitose entre animais VGX e falso-operados.

Assim, mesmo reduzindo a migragao celular, a vagotomia subdiafragmatica
néo foi capaz de modificar a leucocitose. Estes dados sugerem que, quando altas
doses de LPS s&o administradas, a quantidade de mediadores circulantes ndo esta
modificada, uma vez que a leucocitose continua inalterada. Desta maneira, se a
resposta febril dependesse unica e exclusivamente dos mediadores presentes na
corrente sanguinea, seria possivel que, com altas doses de LPS, esta resposta
também nao fosse alterada. No entanto, observamos que mesmo utilizando uma
dose alta de LPS (200 pg/kg), a resposta febril ndo ocorre em animais VGX. Nossos
dados, portanto, adicionam uma evidéncia contundente: o nervo vago é importante,
se nao essencial, na comunicag¢ao do sitio inflamatério com o SNC.

Outra possibilidade € que a vagotomia esteja alterando a qualidade dos
mediadores liberados pelas células residentes. Assim, os mediadores importantes
para a leucocitose, estdo inalterados em animais VGX, enquanto aqueles que s&o
responsaveis pela resposta febril, estdo sendo produzidos em menor quantidade.
Entretanto, é essencial salientar que ndo sdo conhecidos mediadores que sejam
importantes na leucocitose mas n&o na febre, embora eles possam existir.

Ainda seria interessante investigar a transmissdo da resposta febril em
animais VGX, utilizando o sobrenadante de macréfagos de animais normais
estimulados com LPS, pois através desse método, poderiamos observar se
macréfagos de animais normais liberam substancias capazes de induzir febre em
animais VGX. Por outro lado, existe ainda a possibilidade de investigarmos se

macréfagos obtidos de animais VGX sdo capazes de produzir mediadores em
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quantidade e qualidade suficientes para promover febre em animais normais
(ZAMPRONIO e cols.,1994 a). } |

Portanto, os resultados obtidos nos permitem confirmar a importancia da
comunicagdo através de aferentes periféricos entre o sistema mononuclear
fagocitario e o SNC. Sugerimos ainda que o SNC pode exercer uma fungao
importante na manutencdo da atividade de células residentes responsaveis pelo

patrulhamento do organismo contra disturbios em sua homeostase.



6. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos nos permitem concluir que:

o Neste estudo, a resposta inflamatéria local, representada pela migragédo de
" leucécitos totais e principalmente neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos
normais, foi aumentada apés a administracdo de doses mais baixas do LPS, ou
ainda reduzida, quando da administragdo de altas doses do estimulo. O pico da

resposta foi observado com LPS na dose de 0.2 pg/kg.

o A leucocitose e neutrofilia, fendbmenos da RFA, foram aumentadas quando da
administragdo do LPS nas doses de 0.02 a 200.0 ug/kg, sendo que as respostas

maximas foram observadas com LPS na dose de 200.0 pug/kg, em ratos normais.

o A resposta febril, outro componente da RFA, foi observada com as duas
doses de LPS em animais normais, embora a maior dose do estimulo (200.0 ug/kg)

tenha promovido uma febre mais potente e duradoura.

o Quanto ao curso temporal para o aparecimento dos fendmenos estudados,
verificamos qué a migracao de células para a cavidade peritoneal inicia-se a partir de
1,5 hora apds a administragao de LPS. Por outro Iédo, as respostas sistémicas como
febre e leucocitose (neutrofilia) sdo detectadas a partir da 3% hora, e permanecem até
a 6° hora apds a administracdo do estimulo, sugerindo um paralelismo nestas

respostas, e portanto, uma relagédo entre os mediadores envolvidos.

o A resposta febril induzida pelas duas doses de LPS (0.2 e 200.0 ug/kg)
mostrou-se significativamente reduzida em ratos VGX, indicando que o nervo vago
participa da génese da resposta febril, quando o estimulo € administrado no local
desnervado, reforgcando a hipétese da participagdo de nervos aferentes periféricos
na comunicagdo entre o sistema imune e o SNC, através dos sinais gerados

perifericamente durante a RFA.

] Aparentemente, a viabilidade das células residentes peritoneais em animais
VGX néo difere da observada em animais falso-operados. No entanto, a auséncia do
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nervo vago parece promover algum efeito direto sobre estas células residentes,
através da diminuicdo do numero de leucocitos peritoneais, principalmente
eosinofilos e mononucleares, em animais VGX. |

o A migracao de leucdcitos totais e neutréfilos, induzidas pelo LPS 0.2 ug/kg ,
foi significativamente menor nos animais VGX do que nos animais falso-operados.
Possivelmente a vagotomia subdiafragmatica esteja afetando a migrag&o leucocitaria
devido a diminuicdo de aproximadamente 50% dos leucdcitos mononUcleares
peritoneais. Sugerimos portanto, a importancia da comunicagdo entre o sistema

fagocitario mononuclear e o SNC, através de aferentes periféricos vagais.

® Nao encontramos diferencas na leucocitose e neutrofilia induzidas pelo LPS
200.0 ug/kg entre animais VGX e falso operados, possivelmente devido a uma
ativacédo de células presentes em varios sitios, decorrente da alta dose do estimulo.
E possivel que em doses mais baixas, como LPS 0.2 ug/kg, este efeito
compensatério ndo seja evidente e possamos identificar variagées na leucocitose

entre animais VGX e falso-operados.
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7.1) Apéndice 1

Preparo das solugdes:
1) Solugao de Salina Tamponada (PBS)

NaCI (SYnth)........ooooii e
KCL(MEICK). ...,
NaHPO4 . 12 HoO (NUcClear)..........cooooeieeeeeee e
KH2PO4 (COUS)......oeeeeeeeee e

Agua deionizada.............coovoeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e q.s.

i) Solugao de Albumina Bovina 3%

Albumina (Reagen).................
Salina Tamponada................................ PP qg.s.
) Liquido de Turk

Azul de metileno a 2% (Merck)............coooeimmieiiiiieee e
Acido Acético Glacial. (Reagen)..........ocooveeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee,

AQua deioniZagda............oooveeee e, q.s.

IV) Corante Pancromico de Rosenfeld

Giemsa (VELEC).........oooooi

May-Gronwald (VEteC)..........cccooiiiiiiiii e
Metanol P. A.(MErcK).........oooiiiiiiie e qg.s.
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80,0¢g
20g
289g¢
20g
10L

309
100,0 mL

0,2mL
15,0 mL
485,0 mL

0,97 g
0,53 ¢
10L
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IV)  Azul de Pontamina 1%

Azul de Pontamina (Merck)........... SR PORPRRPT 10g
Salin@a estéril.............ooooiiii g.s. 100,0 mL

7.2) Apéndice 2

Valores obtidos na diferenciagéo celular para migracao leucocitaria e leucocitose em
animais normais (n&o operados).

7.2.1) Tempo de colheita do fluido peritoneal e do sangue em 1,5h

1) Migragao leucocitaria

NEUTROFILOS | média | EPM | n

salina 3819 | 584 | 10

LPS 0.2uglkg | 4157.1 | 539.9 | 6

LPS 200u/kg 1029.1 | 130.2 | 11

EOSINOFILOS | média | EPM | n

salina 2389 | 481 | 11

LPS 0.2ughkg | 5742 | 118

LPS 200uw/kg 3442 | 522 | 11

MONONUCLEARES | média | EPM | n
salina 14751 | 1451 | 11
LPS 0.2ug/kg 15771 | 176.3 | 6

8

LPS 200u/kg 1559.6 | 144.8




ll) Leucocitose

NEUTROFILOS | média | EPM | n
salina 24783 13506 | 9
LPS 0.2ug/kg 3073.0| 4686 | 6
LPS 200u/kg 25146 | 4427 | 8
EOSINOFILOS média | EPM [ n
salina 200.9 66.1 9
LPS 0.2ug/kg 574.2 118.0 | 6
LPS 200wkg 241.9 968 |8
MONONUCLEARES | média EPM | n
salina 9865.7 | 11799 | 9
LPS 0.2ug/kg 8438.5| 7081 | 6
LPS 200uwkg 6903.0 | 14179 | 8
7.2.2)

1) Migragao leucocitaria

Tempo de colheita do fluido peritoneal e do sangue em 3h

NEUTROFILOS | média | EPM | n
salina 3195 | 60.2 9

LPS 0.2ug/kg 35814 | 4285 | 10

LPS 200u/kg 17784 | 1385 | 7
EOSINOFILOS | média | EPM | n
salina 4178 | 931 | 12

LPS 0.2ug/kg 820.2 | 111.7 | 10

LPS 200u/kg 7525 | 695 | 10
MONONUCLEARES | média | EPM | n
salina 23052 | 1444 | 12
LPS 0.2ug/kg 192851 1946 | 10
LPS 200wkg 1300.3 { 1104 | 10




Il) Leucocitose

NEUTROFILOS | média | EPM | n

salina 28143 13916 | 12

LPS 0.2uglkg | 6032.3 | 487.7 | 10

LPS 200u/kg 6347.7 | 516.9 | 11

EOSINOFILOS média | EPM | n
salina 2098 | 69.2 | 12
LPS 0.2ug/kg 1159 | 546 | 10
LPS 200u/kg 1125 | 264 | 11

MONONUCLEARES | média | EPM | n
salina 6359.3 | 515.5 | 12
LPS 0.2ug/kg 6791.8 | 622.5 | 10
LPS 200u/kg 3648.8 | 355.4 | 11

7.2.3) Tempo de colheita do fluido peritoneal e do sangue em 6h

1) Migragao leucocitaria

NEUTROFILOS | média | EPM | n

salina 512.7 | 746 |12

LPS 0.002ug/kg | 3285.2 | 473.5 | 8

LPS 0.02uglkg | 2696.0 | 376.6 | 11

LPS 0.2ug/lkg | 3460.3 | 4643 | 12

LPS 2.0uglkg | 3603.2 | 439.1 | 9

LPS 20 0ug/kg | 2531.7 | 393.4 | 11

LPS 200uwkg 2165.2 | 611.6 | 10




EOSINOFILOS | média | EPM | n
salina 9489 | 1179 | 19
|LPS 0.002ug/kg | 1037.0 | 180.4 | 12
LPS 0.02uglkg | 14446 | 199.4 | 11
LPS 0.2ug/kg 12916 | 271.1 | 12
LPS 2.0ug/kg 1808.4 | 317.4 | 9
LPS 20.0ug/kg | 1523.7 | 206.4 | 11
LPS 200u/kg 1383.1 [ 214.3 | 10
MONONUCLEARES | média | EPM | n
salina 25014 | 252.7 | 19
LPS 0.002ug/kg 2342.7 | 256.5 | 10
LPS 0.02ug/kg 32846 | 2771 | 11
LPS 0.2ug/kg 29731 [ 4115 12
LPS 2.0ug/kg 29335 | 518.5 | 10
LPS 20.0ug/kg 1871.8 | 262.6 | 11
LPS 200wkg 1879.2 | 4166 | 10
Il) Leucocitose

"NEUTROFILOS | média | EPM | n
salina 32366 | 311.2 | 16
LPS 0.002ug/kg | 4858.0 | 805.6 | 10
LPS 0.02ug/kg 5932.8 | 830.2 | 10
LPS 0.2ug/kg 5363.0 | 799.5 | 11
LPS 2.0ug/kg 78122 [ 5123 ] 9
LPS 20.0ug/kg 87956 | 631.8| 8
LPS 200u/kg 10719.5 | 8848 | 8
EOSINOFILOS | média | EPM | n
salina 503.9 | 120.0 | 17
LPS 0.002ug/kg | 491.3 | 155.1 | 10
LPS 0.02ug/kg | 1608.4 | 558.7 | 11
LPS 0.2ug/kg 812.5 | 185.1 | 11
LPS 2.0ug/kg 6299 | 221.1 | 11
LPS 20.0ug/kg | 392.1 {2128 9
LPS 200u/kg 9320 | 3498 | 8
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MONONUCLEARES | média | EPM | n
salina 74213 | 932.4 | 18
LPS 0.002ug/kg 5480.0 | 800.6 | 10
LPS 0.02ug/kg 8776.4 | 967.2 | 12
LPS 0.2uglkg 62205 | 924.9 | 10
LPS 2.0uglkg 5458.7 | 591.0 | 11
LPS 20.0ug/kg 53746 | 5295 | 9
LPS 200u/kg 50485 | 3631 | 8

Valores obtidos na diferenciagdo celular para migragao leucocitéaria e
leucocitose em animais SHAM e VGX:

7.2.4) Tempo de colheita do fluido peritoneal e do sangue em 3h

1) Migragao leucocitaria

NEUTROFILOS média | EPM | n
SHAM salina 7879 |2410]| 5
SHAM LPS 0.2ug/kg | 4167.9 | 589.5| 7
VGX salina 4759 | 1509 | 7
VGX LPS 0.2ug/kg 29096 | 6448 | 5

EOSINOFILOS média | EPM | n
SHAM salina 691.3 | 2239 | 6
SHAM LPS 0.2ug/kg | 5132 | 694 | 6
VGX salina 171.6 | 98.1 4
VGX LPS 0.2ug/kg 1913 | 919 | 3
MONONUCLEARES | média | EPM | n
SHAM salina 2394314903 | 6
SHAM LPS 0.2ug/kg | 1904.6 | 357.9 | 7
VGX salina 1744.4 | 3047 | 7
VGX LPS 0.2ug/kg 13656 | 1193 | 5




)] Leucocitose

NEUTROFILOS média | EPM | n
SHAM salina 3708.3| 8945 | 6
SHAM LPS 200ug/kg | 7714.8 | 603.9 | 8
VGX salina 41787 | 6583 | 7
VGX LPS 200ug/kg | 7660.6 | 13168 | 7

EOSINOFILOS média | EPM | n
SHAM salina 3030 | 930 | 4
SHAM LPS 200ug/kg - - -
VGX salina 1407 | 151 | 3
VGX LPS 200ug/kg 2753 | 1529 3
MONONUCLEARES | média | EPM | n
SHAM salina 10818.4 | 15319 | 5
SHAM LPS 200ug/kg | 4435.3 | 479.4 | 8
VGX salina 9469.3 | 4785 | 6
VGX LPS 200ug/kg 38960 | 7831 | 7

7.2.5) Tempo de colheita do fluido peritoneal e do sangue em 6h

1) Migragao leucocitaria

NEUTROFILOS média | EPM | n
SHAM salina 7319 | 110.3 1} 10
SHAM LPS 0.2ug/kg | 6657.4 | 785.7 | 6
VGX salina 5958 | 1880 | 5
VGX LPS 0.2ug/kg | 3812.1 [ 599.8 | 4

EOSINOFILOS média | EPM | n
SHAM salina 6146 | 86.2 | 20
SHAM LPS 0.2ug/kg | 1133.0| 1153 | 6
VGX salina 4329 (1269 | 10
VGX LPS 0.2ug/kg 3909 | 66.0 | 4
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MONONUCLEARES | média | EPM | n
SHAM salina 24616 | 2084 | 10
SHAM LPS 0.2ug/kg | 25846 | 164.5 | 6
VGX salina 1753.7 | 368.1 | 5
VGX LPS 0.2ug/kg 1722011511 | 4
Il) Leucocitose

NEUTROFILOS média | EPM | n
SHAM salina 3231.5| 2650 |20
SHAM LPS 200ug/kg | 7381.1 | 7229 |22
VGX salina 2838.5| 3914 |12
VGX LPS 200ug/kg 7117.3 | 699.4 |21

EOSINOFILOS média | EPM | n
SHAM salina 3927 | 68.7 | 12
SHAM LPS 200ug/kg | 306.4 | 57.1 | 14
VGX salina 3485 | 726 | 8
VGX LPS 200ug/kg 4103 | 54.3 | 17

MONONUCLEARES | média | EPM | n

SHAM salina 71438 | 9241 | 13
SHAM LPS 200ug/kg | 4631.8 | 468.7 | 18
VGX salina |1 53066 | 717.5 | 10
VGX LPS 200ug/kg 41724 | 4672 | 18
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