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RESUMO

UM ENSAIO DE ADESAO OTIMIZADO PARA O ESTUDO DE INTERACOES
ENTRE MACROFAGOS E TECIDO CONJUNTIVO BASEADO NO ENSAIO DE
STAMPER-WOODRUFF. Djalma Gomes Ferrdo Carvalhal. O objetivo deste
trabalho é desenvolver um ensaio de adesdo, baseado no ensaio de Stamper-
Woodruff, para o estudo das interagdes entre macrofagos e matriz conjuntiva. Foram
induzidos bolsdes inflamatérios em camundongos da linhagem BALB/c para
obtencdo de seccgdes de pele inflamada, e células macrofagicas da linhagem
J774G.8 foram utilizadas na padronizacdo do ensaio. Sec¢bes de 7 um de
espessura foram colocadas em laminas de vidro, fixadas com acetona e bloqueadas
com BSA. Foi estabelecida a concentracdo de 10° células/100 pl como a mais
apropriada para a realizagdo do ensaio, através de diluicdes seriadas. Células
J774G.8 sem tratamento prévio ou tratadas com: acido tetraaceético diamino etileno,
Mn++, lipopolissacarideo, forbol miristato acetato, zimosan, os peptidios CS-1 e
RGD, os anticorpos anti-CD49d ou contra a cadeia B2 de integrinas, foram
adicionadas as secgdes e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Como
resultado, as células macrofagicas aderem preferencialmente as areas de
inflamagdo. A ades&o das células é dependente de cations divalentes e pode ser
modulada por substancias que promovam a ativagdo celular. Além disso, a adesao
mediada por integrinas pode ser inibida por peptidios RGD e CS-1 ou com
anticorpos contra integrinas da familia B1 e 2. A adesao das células macrofagicas é
inibida mais intensivamente pela infeccdo com Leishmania mas ndo com a infecgéo
por Mycobacterium ou por fagocitose de particulas de latex. Desta forma, o ensaio
desenvolvido foi capaz de demonstrar a especificidade da adesdo de células
macrofagicas pela matriz conjuntiva bem como de sugerir a existéncia de
mecanismos especificos de regulagédo das interagdes entre macréfagos e a matriz

conjuntiva durante a infec¢ao por Leishmania.

Palavras-chave: 1. Macrofagos. 2.Moléculas de adesao 3. Tecido conjuntivo.
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Abstract

AN ADHESION ASSAY OPTIMIZED TO STUDY THE INTERACTIONS BETWEEN
MACROPHAGES AND CONNECTIVE TISSUE BASED IN THE STAMPER-
WOODRUFF ASSAY. Djalma Gomes Ferrdo Carvalhal. The aim of this work was
to develop an adhesion assay, based on the Stamper-Woodruff's assay to study the
interactions between macrophages and the connective matrix. Inflammatory pouches
were produced in BALB/c mice to obtain inflammed skin sections, and J774G.8
macrophage cell line was applied to standardize the assay. Sections of 7um thick
were placed onto glass slides, fixed with acetone and blocked with bovine serum
albumin. The cell concentration of 108100 ul was proved to be most appropriate for
the assay, through serial dilutions. J774G.8 cells, with or without ethylene diamine
tetraacetic acid, Mn**, Lipopolysaccharide, phorbol myristate acetate, zymosan, CS-
1, RGD peptide, antibodies anti-CD49d or against B2 chain integrin treatment, were
added onto the sections and incubated for 30 minutes at room temperature.
Macrophage cells adhered preferentially to inflammed areas. The adhesion of cells
was dependent on divalent ions and could be modulated by substances that promote
cell activation. Moreover, the adhesion mediated by integrin can be inhibited either by
RGD or CS-1 peptides or by antibodies against integrins of the 1 or f2 sub-family.
Adhesion of macrophage cells was intensively inhibited by infection with Leishmania
and was not affected by infection with Mycobacterium or by endocytosis of latex
beads. Thus, the developed assay was able to show the specific adhesion of
macrophages to connective matrix, as well to illustrate a specific downregulation of

macrophage adhesion to inflammed skin in Leishmania infection.

Key-words: 1. Macrophages. 2.Adhesion molecules; 3. Connective tissue




1 INTRODUGAO

Os leucocitos originam-se na medula dssea e a partir dai iniciam o processo
de migragdo para os diferentes tecidos do organismo. Enquanto a maioria das
subpopulacdes de leucécitos apresentam-se maduras j@ na medula éssea, a
populagéo de linfécitos T migra para o timo, onde completa o seu desenvolvimento
(AMSEN & KRUISBEEK, 1998). Os leucécitos atuam tanto na imunidade inata
guanto na adquirida, desempenhando um papel essencial nos processos de
vigilancia imunoldgica, resposta inflamatéria, desenvolvimento do organismo e
homeostase (BUTCHER & PICKER, 1996). No transcurso entre os diferentes
tecidos, a adesao dos leucocitos é uma etapa essencial na interagdo com outras
células ou componentes da matriz conjuntiva (MULLER & RANDOLPH, 1999). Este
processo é mediado por moléculas de adesdo, e sofre a influéncia de fatores
microambientais, inclusive quimiotaticos, presentes nos tecidos (HAELENS et al.,

1996).

O desenvolvimento de ensaios experimentais de adesdo e migragdo celular
tem permitido a identificagdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
recirculagdo (STAMPER & WOODRUFF, 1976) e no recrutamento de leucdcitos
(WERR et al., 2000). O conhecimento de como e porque os leucécitos direcionam-se
para um determinado sitio tecidual € de suma importancia para o entendimento de

processos patogénicos.

Neste trabalho adaptamos o ensaio de adesdo de STAMPER-WOODRUFF
ao estudo de interagdes entre células macrofagicas e o tecido conjuntivo. Células

macrofagicas sdo importantes efetores dos processos inflamatérios e de defesa



contra infeccdo (MULLER & RANDOLPH, 1999). Em alguns processos
inflamatérios/infecciosos, os macréfagos constituem o principal elemento celular
presente nas lesées (ALEXANDER et al, 1999), dai a importancia do
estabelecimento de um método de estudo das interagdes entre macrofagos/tecido
conjuntivo. Além disso, a utilizacdo deste método servirda para permitir a melhor
compreensdo da génese de doencas e definicdo de possiveis estratégias

terapéuticas.

1.1 O processo de migragéao celular

Os leucdcitos circulam continuamente entre o sangue, os orgdos linféides e

os demais tecidos, incluindo sitios de inflamacdo (HARLAN, 1985; PICKER, 1992).

Inicialmente, €& preciso distinguir recirculagdo como um processo
continuamente realizado por linfocitos no mecanismo de vigilancia imunoldgica, do
recrutamento de ceélulas para sitios de inflamagédo. Assim, linfocitos virgens
recirculam preferencialmente entre o sangue e os tecidos linféides, mas depois de
ativados no linfonodo podem migrar para os tecidos podendo ser retidos nos locais
periféricos onde o antigeno for apresentado (HICKEY, 1991; SPRINGER, 1994;
BAUVOIS et al.,1996). Macréfagos, por sua vez, constituem uma populacgdo variada
de células que se originam a partir de monocitos que migraram do sangue para os
tecidos diferenciando-se em células residentes (células de Kupfer, microglia, células
de Langerhans), podendo ser novamente estimulados e migrar para linfonodos

drenantes apods contato com o antigeno (Moll, 2000). Uma outra populagdo de



macrofagos (macréfagos inflamatérios) tem sua origem em mondcitos do sangue
periférico que sdo recrutados para os sitios de inflamagdo (TAKAHASHI et al.,
1996). Ela apresenta um fendtipo diferente das células residentes: expresséo de
mieloperoxidase, incremento da capacidade fagocitica e potencial para gerar
metabolitos toxicos de oxigénio e nitrogénio (TAKAHASHI et al., 1996; BOSQUE et

al., 1997).

Nos processos inflamatorios ocorre a expressao de sinais locais nos tecidos
lesados que promovem o recrutamento de leucécitos, que, retidos nos sitios de
inflamagdo contribuem para neutralizagdo do agente agressor e para o0

desenvolvimento da resposta imune (ISSEKUTZ & MOVAT, 1980).

O endotélio vascular é a primeira interface entre células circulantes e os
tecidos. A saida dos leucdcitos da corrente sangliinea ocorre através de uma
sequiéncia de eventos que pode ser resumida em cinco etapas: (1) contato aleatério
dos leucécitos com o endotélio vascular; (2) rolamento dos leucdcitos sobre a
superficie endotelial; (3) adesdo firme ao endotélio; (4) diapedese e (5)
direcionamento para os sitios: inflamatérios ou de enderecamento (CARLOS &
HARLAN, 1994; SPRINGER, 1994; HOGG & BERLIN, 1995; VESTWEBER, 2000).
Cada uma destas etapas é regida por uma ou mais moléculas de adeséo expressas
em superficie celular. Na fase de rolamento ocorre a interagdo entre selectinas e
moléculas contendo carboidratos, expressas por leucdcitos e células endoteliais
respectivamente (BEVILACQUA & NELSON, 1993; LASKY, 1992; VESTWEBER,
1999). No processo de adesao firme ocorre a interagdo entre moléculas da familia

das integrinas dos leucocitos com moléculas da superfamilia génica das



imunoglobulinas expressas na superficie endotelial (GAHMBERG et al., 1999). Na
diapedese ocorre interagdes entre integrinas e moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas, além de interagbes homofilicas entre moléculas desta mesma

superfamilia [PECAM/PECAM, (STOCKINGER et al., 1990)].

Apos os leucdcitos atravessarem o endotélio vascular, algumas integrinas do
tipo B1 (HEMLER, 1991) e provaveimente B, (BAUVOIS et al.,1996) passam a
interagir com componentes macromoleculares da matriz conjuntiva e/ou moléculas
de adesdo expressas por células residentes e/ou inflamatorias atraidas para o sitio

de inflamagao (CARLOS & HARLAN, 1994; SPRINGER, 1994).

O recrutamento de células para os sitios de inflamagéo requer, pois, a
interagdo  célula/célula  (leucocito/endotélio) e  célula/tecido  conjuntivo
(leucécito/componentes da matriz conjuntiva e leucdcitos/células nos sitios de
inflamacao). Estas interacées dependem de varios fatores, incluindo o estado de
ativacdo celular e fatores quimiotaticos, que determinam se a célula permanecera ou

ndo em determinado local.

A mobilizagdo/permanéncia de leucdcitos nos sitios de inflamagéo influencia
diretamente o curso de doencgas inflamatérias, entre elas a artrite reumatdide
(JALKANEN et al., 1996), a encefalite auto-imune experimental (YEDNOCK et al,,
1992), a doenga auto-imune da tiredide (KABEL et al., 1990), e possivelmente, as

formas desfigurantes da leishmaniose tegumentar (TAPIA et al., 1994).



1.2 Moléculas envolvidas no processo de adesao e migragao celular

1.2.1 Selectinas e sialomucinas

A adeséo dos leucdcitos ao endotélio envolve uma sequéncia de etapas. No
primeiro momento, os leucocitos apresentam uma série rapida de aderéncias
reversiveis ao endotélio, através de projegdes delgadas. Isso permite uma redugéo
na velocidade do leucdcito e rolamento sobre a célula endotelial (LEY et al., 1991).
Esta aderéncia fraca e rolamento leucocitario sdo mediados por um grupo de
moléculas conhecidas como E (endotelial), P (plaqueta) e L (leucécito) selectinas
expressas tanto nos leucdcitos quanto nas células endoteliais [veja Tabela 1]

(LAWRENCE & SPRINGER, 1991).

As selectinas possuem, em sua por¢do N-terminal, um dominio com
homologia com lectinas [moléculas que reconhecem actcares] (LASKY ET al., 1989;
BEVILACQUA & NELSON, 1993), e sendo dependente de ions Ca**. As moléculas
reconhecidas pelas selectinas incluem as sialomucinas, moléculas contendo um
tetrassacarideo, sialil Lewis X (sLe”), sialil Lewis A (sLe®) e outros acucares,
incluindo glicolipidios sulfatados (BEVILACQUA et al., 1991). O incremento da
expressdo de selectinas e seus ligantes podem ocorrer em tecidos ativados por
citocinas, mediadores quimicos da inflamag&o, produtos bacterianos e uma série de
fatores produzidos ou liberados durante os processos inflamatérios (CYBULSKY et
al., 1988; ULEVITCH & TOBIAS, 1995, DAVENPECK et al., 1998; JILMA et al,

1999; TURUNEN et al., 1995).



As sialomucinas sdo moléculas protéicas, ricas em serinas e treoninas,
altamente glicosiladas, com estruturas bastante prolongadas, e que possuem
regides ricas em acgucar orto-ligadas. Algumas moléculas desta familia apresentam
em sua estrutura dominios similares ao da superfamilia génica das imunoglobulinas,
como é o caso do MAdCAM. Além desta, outras sialomucinas como PSGL-1,
GlyCAM-1, que estdo presentes no endotélio vascular e servem como ligantes para

L-selectina (LASKY, 1992; ROSEN, 1993), contribuindo na adeséo dos leucdcitos.
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Tabela 1: Moléculas de adesdo envolvidas nas interagbes mondcito-endotélio e

macrofago-matriz conjuntiva.

MOLECULA DE ADESAO DISTRIBUICAO RECEPTOR PRESENTE
NO ENDOTELIO,

Name Nomenclatura LEUCOCITO OU MATRIZ

CD

E-selectina CD 62E endotélio molécula contendo sLe’,
CLA

L-selectina® | CD 62L leucécitos molécula contendo sLe*
MAdCAM1, CD34,
GlyCAM1

P-selectina CD 62P endotélio, plaquetas PSGL-1, molécula
contendo sLe”

ICAM-13 CD 54 endotelio, leucécitos LFA1, Mac1, CD34

ICAM-23 CD 102 endotélio LFA1

PECAM13 CD 31 endotélio, leucocitos PECAM1

VCAM1 CD 106 endotélio, algumas | VLA4, a4p7

células macrofagicas

LFA1S CD 11a leucécitos ICAM1, ICAM2

Mac1® CD 11b leucocitos ICAM1, iC3b, Fator B

p150,95% CD 11c leucocitos iC3b, ?

VLA1? CD 49a leucdcitos Col, LN

VLA2S CD 49b leucacitos Col, LN

VLA3? CD 49c leucocitos Col, LN, Fn

VLA43 CD 49d leucdcitos (ndo | VCAM1, TS, Fn

neutrofilos)

VLASS CD 49e leucocitos Fn

VLAG® CD 49f leucocitos LN

H-CAM CD 44 leucdcitos, endotélio Acido hialurdnico

? = receptor ndo identificado
TS = trombospondina, Fn = fibronectina, LN = laminina, Col = colageno
§ Moléculas de ades3o expressas por macrofagos;
* Moléculas com baixa expressdo em macrofagos (KLINGEMANN, 1989; HEMLER,

1991).



1.2.2 Integrinas e moléculas da superfamilia génica das imunoglobulinas

A adesdo firme de leucocitos a outras células e componentes da matriz
extracelular é mediada por receptores da familia das integrinas (Tabela 1). Integrinas
sdo proteinas transmembranares cuja porgdo citoplasméatica se liga ao
citoesqueleto, e seus dominios extracelulares se ligam a moléculas presentes nos
componentes da matriz extracelular ou moléculas de adesao intercelular (ICAMs)
presentes em outras células. Cada integrina consiste em um heterodimero composto
por uma cadeia o € uma B, ndo covalentemente ligadas. Até o momento s&o
conhecidas 8 subunidades das cadeias B e 16 subunidades das cadeias o
(ROSEMBERG et al., 1999). As integrinas sdo agrupadas de acordo com as
subunidades beta as quais podem se associar com diferentes cadeias a. Assim, 22

diferentes tipos de integrinas estao descritos na literatura.

As cadeias alfa tém muitas caracteristicas estruturais em comum.

1) Elas apresentam aproximadamente sete repeticdes em tandem, de
aproximadamente 60 aminoacidos, que possuem homologia com as estruturas dos
“bragos” das proteinas ligadoras de Ca™, calmodulina e troponina, sendo que trés
ou quatro destas regides contribuem para ligagdo com cations divalentes (Ca™" e
Mg"). Contudo, a especificidade para cations divalentes varia de acordo com a
cadeia alfa usada pela integrina. Assim, a2 € o231 requerem magnésio, enquanto

o5B1 precisa de calcio (HOGG, 1991).



2) Elas apresentam uma regido de 180 aminoacidos similar aos dominios
encontrados em proteinas da matriz cartilaginosa (fator de von Willebrand) e ao fator
B do complemento, inserida entre os sitios de ligagdo de cations divalentes e
repeticdes em tandem. O dominio citoplasmatico de muitas cadeias alfa é
constitutivamente fosforilado e apresenta uma sequéncia conservada (KXGFFKR)
que se liga a calreticulina; esta sequéncia parece ser critica para a modulagao da

avidez das integrinas (O’'TOOLE et al., 1994).

As cadeias B apresentam repeticbes em tandem de quatro regides ricas em
cisteina, as quais sdo essenciais para a manutengdo da estrutura terciaria da
integrina, sendo conservadas nos diferentes tipos de cadeias . A por¢do N-terminal
apresenta uma sequéncia de aproximadamente 100 aminoacidos, que ¢é critica para
a manutengao do heterodimero a/p. O dominio citoplasmatico da subunidade 3, bem
como o da subunidade o, sdo necessarios para modulagdo da avidez (CARLOS &
HARLAN, 1994). Defeitos decorrentes de mutagdes pontuais nestas regiées levam a
auséncia de expressdo de B2 integrinas em leucécitos. A auséncia da cadeia B2 leva
ao desenvolvimento de uma doenga conhecida como LAD tipo | (leukocyte adhesion
deficiency type |), que determina um defeito no recrutamento de neutrofilos para os
sitios de inflamagdo (ARNAOUT, 1990). Apesar da auséncia de neutrdéfilos, outros
leucécitos, como macrofagos e eosindfilos, sdo capazes de migrar para os tecidos

inflamados nos pacientes com esta deficiéncia (HARLAN, 1993).

Os contra-receptores das integrinas na superficie endotelial e de outros
leucdcitos possuem dominios similares aos dominios V e C de imunoglobulinas

(GAHMBERG et al.,, 1998). Sdo portanto, moléculas da superfamilia génica das
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imunoglobulinas. As principais moléculas de adesdo desta familia s&o: ICAM-1,
ICAM-2, ICAM-3, NCAM, VCAM-1, PECAM-1 E MAdCAM-1. Elas podem ser
expressas por leucécitos (ICAM-1-3), células endoteliais (ICAM-1-2 e VCAM-1),
células endoteliais altas de linfonodos profundos (MAdCAM-1) e fibroblastos (ICAM-
1). Algumas destas moléculas como ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1 funcionam como
importantes receptores celulares para as integrinas no processo de migragao

leucocitaria (GAHMBERG et al., 1999).

1.3 Participagdo e fungdo das integrinas nas ligagdes entre leucocitos e a

matriz conjuntiva

As interagbes integrinas/matriz conjuntiva estdo associadas a geracdo de
sinais importantes para a migragdo direcional, proliferagdo, diferenciagéo fenotipica
e sobrevivéncia celular (BACHMAN, 1997; PORTER & HOGG, 1998; WHITE et al.,
1999; SANCHEZ et al., 1999). Muitos destes fendmenos estdo intimamente

relacionados com a fungao de células inflamatérias.

Um bom exemplo da fungdo das integrinas pode ser ilustrado pelos linfocitos
que expressam integrinas VLA-4 e VLA-5, as quais reconhecem diferentes dominios
na fibronectina, uma das principais glicoproteinas da matriz extracelular (WAYNER
et al., 1989; GARCIA-PARDO et al., 1990; YABKOWITZ et al., 1993); VLA-4 se liga a
regido CS1 da fibronectina, na qual a seqiéncia peptidica EILDV (CLEMENTS et al,,
1994) é critica, e também a sequéncias RGD (YANG et al., 1998); VLA-5 reconhece

as sequéncias repetidas do tripeptideo RGD (MOULD et al., 1991). A ligagédo dos
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receptores de fibronectina contribuem para eventos criticos da resposta imune,

incluindo adesao e migragao leucocitaria (YIN, 1999).

Apesar das células T apresentarem os receptores VLA-4 e 5 para
fibronectina, experimentos utilizando superficies recobertas de fibronectina
mostraram que as células T aderem pouco na auséncia de ativagdo por citocinas,
reconhecimento de antigenos, ligagdo do CD2, CD28 ou outros estimulos, os quais
tornam as integrinas competentes para mediar a adesédo celular sem mudanca
substancial na intensidade destas na membrana plasmatica (MACDOWALL, 1998).
A exata natureza dessa adesividade é desconhecida, mas ha evidéncias de que
resulte de mudangas conformacionais nas integrinas (MACDOWALL, 1998),
alteracao nas taxas de difusdo de integrinas para a membrana celular, mudancas na
concentracdo local de integrinas, organizagdo do citoesqueleto ou interagdes

citoesqueleto/integrina (SHENOI et al., 1999).

1.4 Mecanismos envolvidos na regulag¢do das integrinas

As moléculas de integrinas podem ser reguladas de forma quantitativa ou
qualitativa. A regulacdo quantitativa envolve a translocagdo de moléculas
armazenadas em granulos citoplasmaticos, enquanto que mudangas qualitativas
envolvem alteragcbes da afinidade e/ou avidez das integrinas expressas sobre a
superficie celular podendo ser mais importante para o processo de migragao celular

do que mudangas quantitativas (CARLOS & HARLAN, 1990).
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A modulacéo da afinidade das integrinas envolve a propagagéo de mudangas
conformacionais dos dominios citoplasmaticos para os dominios extracelulares
responsaveis pela ligacdo receptor/contra-receptor (SASTRY & HORWITZ, 1993;
HOGG et al., 1993), determinando o remodelamento do citoesqueleto da célula
(HUGHES & PFAFF, 1998). Por outro lado a modulagéo da avidez envolve a ligagéo

multivalente de integrinas por seus ligantes.

Em verdade, mudancas tanto na afinidade das integrinas por seus contra-
receptores bem como na avidez ndo sdo mutuamente exclusivas e a contribuigao
relativa de cada um destes eventos na relagdo receptor/contra-receptor varia de
acordo com o tipo de integrina e o contexto celular (HOGG & LANDIS, 1993,

CARLOS & HARLAN, 1994).

Para que ocorram mudangas qualitativas, isto &, alteragéo do estado funcional
das moléculas de integrinas expressas nos leucdcitos, sdo necessarios estimulos
exogenos que desencadeiem mudanca de estado conformacional da molécula

levando a uma alta afinidade pelo seu ligante.

Os estimulos exdgenos que desencadeiam a ativagéo de integrinas podem
ser: a ligagéo das selectinas, expressas pelos leucdcitos, por seus contra-receptores
(SMITH et al., 1993); produtos bacterianos, como LPS (DAVENPECK et al., 1998);
citocinas, a exemplo de GM-CSF e IL-5 (WILLIANS et al., 1998; SUN et al., 1999);
quimiocinas (SIZANE et al, 1999; SANCHEZ-MADRID & DEL POZO, 1999),
discutidas mais adiante; quimioatraentes como C5a e fMLP (ALTIERE &

EDGINGTON, 1988; LAFRENIE et al., 1996); ativadores de proteinas cinases C
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como o forbol miristato acetato (NAGAHATA et al., 1996) e fagocitose de particulas

de zimosan (THORNTON et al., 1996).

Atualmente, muitos estudos tentam documentar um possivel papel da
fosforilagdo de tirosina na regulagdo da adeséo celular. Assim, alguns trabalhos
mostram que a fosforilagao de tirosina dependente de integrina medeia a transdugéao
de sinal e a organizagdo do citoesqueleto nos sitios de ades&o focal, e que as
proteinas fosforiladas acumulam-se nas adesdes mediadas por integrinas. A perda
de cinases da familia SRC afeta tanto a cinética de adesdo como a sinalizagdo
mediada por integrinas. Dados experimentais sugerem que a fosforilacdo de
proteinas contendo tirosina podem aumentar a adesdo celular sugerindo que

tirosina-fosfatases, bem como cinases, podem afetar a ades&o celular (SHENOI,

1999).

Além de migracao celular, a adesao mediada por integrinas é requerida para
resposta proliferativa a fatores de crescimento em diversos tipos celulares. Na
auséncia de adesao, estes fatores induzem um sinal abortivo. O sinal dependente de
ades&o requer a mediagdo de integrinas que ativem as cascatas enzimaticas de
tirosinas-cinases. Apesar das integrinas nao possuirem atividade de cinase, a
porcédo citoplasmatica delas pode associar-se com algumas tirosina-cinases, direta

ou indiretamente (SHENOI, 1999).
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1.5 Quimioatraentes classicos e quimiocinas

Os quimiotaticos constituem um amplo grupo de substancias, incluindo
produtos bacterianos (fMLP e LPS) e enddgenos (como C5a e leucotrieno-B4).
Recentemente foram adicionadas a este grupo citocinas (intercrinas ou quimiocinas)
com potente acdo quimiotatica (LUSTER, 1998) e capacidade discriminatdria, agindo
de maneira mais ou menos especifica sobre diferentes populagbes de leucdcitos

(tabela Il e IlI).

Tabela lI: Quimiotaticos classicos e células alvo.

GRUPO QUIMIOTATICO CELULA ALVO

Endégenos Cb5a, LTB4, PAF Neutrofilos, eosinofilos,

mondcitos, basoéfilos

Exoégenos Formil-metil-peptidio, LPS neutroéfilos

(ROSEMBERG et al., 1999)

As quimiocinas sdo as substancias mais importantes na ativagao e regulagao
de moléculaé de adeséo durante o trafego leucocitario. Elas s&o proteinas de 8-10
Kd produzidas por diferentes tipos celulares e atuam, ao ligarem-se a receptores
especificos, na migragdo e direcionamento de leucécitos para os sitios inflamatérios

e de endere¢camento.

Os estimulos que desencadeiam a secrecdo de quimiocinas podem ser:
produtos bacterianos, C5a, LTB4, IFNs e citocinas pro-inflamatérias (STRIETER,

1996). As quimiocinas sdo agrupadas, de acordo com o residuo de cisteina presente
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na porcdo N-terminal, em quatro familias: CXC, CC, C e CXsC (Tabela Ill). A familia
CXC apresenta um aminoacido separando os dois primeiros residuos de cisteina; a
familia CC apresenta os residuos adjacentes; a familia C apresenta apenas um
residuo de cisteina e tem apenas um representante que é a linfotactina. A familia
CXsC apresenta trés aminoacidos entre os dois primeiros residuos de cisteina

(ROLLINS, 1997; LUSTER 1998; MANTOVANI, 1999).

Os receptores para quimiocinas sao proteinas que atravessam a membrana
celular sete vezes. Eles sdo estruturalmente relacionados e apresentam-se
acoplados a proteina G (PREMARCK & SCHALL, 1996); séo portanto capazes de
transmitir sinais para o interior da célula; que resultam em modificagdes estruturais
nas moléculas de adesao celular, aumento da afinidade de integrinas, intensificagao
da expressdo de integrinas e/ou aumento da afinidade/avidez pelos ligantes
expressos nos sitios de migracdo (CARLOS & HARLAN, 1994; PREMARCK &

SCHALL, 1996).

Existe uma grande variedade de receptores os quais sdo agrupados de
acordo com a classe de quimiocinas a que respondem (Tabela IV). Além disso, um
receptor pode responder a um ou mais tipos de quimiocinas possibilitando que
diferentes populagdes leucocitarias respondam ao estimulo induzido pela quimiocina

(WELLS et al., 1999; PELCHEN-MATTHEWS et al., 1999; ROSSI & ZLOTNIK,
2000).
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Tabela lll: Principais quimiocinas e células alvo

Familia Quimiocinas Células alvo
c-C MCP-1 Monécitos, basdfilos, linfécitos T de memdria,
células NK
MCP-2,3e4 Mondcitos, eosinofilos, linfécitos T de memoria,
células NK
MIP-1a, B Mondcitos, células T, basoéfilos, eosindfilos,
neutréfilos
RANTES Mondcitos, células T, eosinéfilos, células
dendriticas, células NK
Eotaxina Eosinéfilos
1-309 Mondcitos
C Linfotactina Células NK
C-X-C ENA-78, LIX Neutroéfilos
NAP-2 Neutrofilos, basoéfilos
IL-8 Neutréfilos, basofilos
PF-4 Fibroblasto, células endoteliais
IP-10 Linfécitos T ativados, células NK, células
endoteliais(?)
MIG Linfécitos ativados
SDF-1 Linfécitos T e B
GRO o, Bey Neutréfilos, melanécitos, células endoteliais(?)
C-X5-C Neurotaxina/fractalcina Neutréfilos, mondcitos, macréfagos

(LUSTER, 1998, PELCHEN-MATTHEWS et al., 1999)
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A acdo coordenada de moléculas de adesdo do endotélio e quimiotaticos
determina uma sequéncia de sinais (cédigos de area) que selecionam o tipo de
célula inflamatéria e indica o sitio de migracéo nas diferentes etapas da inflamacéo

ou recirculagéo leucocitaria (SPRINGER, 1994; ROSSI & ZLOTNIK, 2000).

Tabela IV: Principais receptores de quimiocinas

Receptor de quimiocinas Ligantes
CXCR1 IL-8, GCP-2
CXCR2 IL-8, GCP-2, GROq, B e v, ENA-78, PBP
CXCR3 MIG, IP-10, I-TAC
CXCR4 SDF-1/PBSF
CXCR5 BLC/BCA-1
CCR1 MIP-1a,, MIP-1B, RANTES, HCC-1,23 e 4
CCR2 MCP-1, MCP-2, MCP-3 e MCP-4
CCR3 Eotaxina-1, eotaxina 2, MCP-3
CCR4 TARC, MDC, MIP-1a,, RANTES
CCR5 MIP-1a, MIP-1B, RANTES
CCR6 MIP-3a/LARC
CCR7 MIP-3B/ELC, 6Ckine/LC
CCRS8 1-309
CCR9 TECK
XCR1 Linfotactina
CX;CR1 Fractalcina/neurotaxina

(PELCHEN-MATTHEWS et al., 1999; ROSSI & ZLOTNIK, 2000)

1.6 Métodos de estudo da adesao celular

Os estudos in vivo do processo de migragdo celular em algumas patologias
baseiam-se em estratégias de inoculagdo de células marcadas com corantes
fluorescentes ou com isétopos radioativos, os quais permitem discriminar o trajeto e
a localizagdo das células (LAPPIN et al., 1999). In vitro, os modelos de migragéo
celular utilizam sec¢des de tecido (STAMPER & WOODRUFF, 1976), componentes

purificados da matriz conjuntiva extracelular ou camaras com monocamadas de
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células endoteliais (PRYCE et al., 1994), sobre os quais os leucécitos s&o
adicionados. Estes modelos permitem a avaliagdo dos sitios e cinética de ades&o

das moléculas envolvidas no processo de adeséo e migracéo celular.

1.7 O modelo de adesao de Stamper & Woodruff

No modelo de adesédo, descrito por STAMPER-WOODRUFF (1976), 5x10°
linfécitos sdo colocados sobre secgdes de linfonodo obtidas com criostato, em uma
mesa rotatéria a velocidade de 80 rpm e a temperatura de 7 °C. Apos 30 minutos, as
células ndo-aderentes sdo removidas por uma cuidadosa lavagem com PBS sendo
entdo fixadas, coradas e examinadas ao microscépio. Este ensaio permitiu que
STAMPER & WOODRUFF (1976) confirmassem que linfécitos do sangue aderem ao

endotélio alto, e que esta seria a via de recirculagio leucocitaria.

STAMPER & WOODRUFF (1976) notaram que popula¢des de diferentes
orgaos aderem de modo diferente a HEV, por exemplo, linfocitos provenientes do
timo aderem menos as HEV do que populagdes obtidas do bago, linfonodo ou do
ducto toraxico. Uma série de estudos posteriores mostram que esta aderéncia é

mediada por selectinas (JALKANEN et al., 1986).

Variagcdo na temperatura ou no tipo de fixagdo dos diferentes tipos de tecido,
antes dos ensaios de adesdo, interferem com o experimento. STAMPER-
WOODRUFF (1976) utilizaram glutaraldeido para fixar as sec¢des de linfonodo.

VORA et al. (1995) mostraram, porém, que a fixagdo com glutaraldeido promove um
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“efeito carpete” em ensaios de adesdo a secgdes de cérebro, ou seja, os linfocitos
aderem por toda a secgéo indiscriminadamente. Assim, muitos autores tém preferido
a fixacdo com 1% de paraformaldeido (SAWADA et al, 1993), acetona
(CHAKRAVORTY et al., 1999) ou mesmo utilizam tecido sem fixagdo (VORA et al.,
1995; YEDNOCK et al, 1992). Isso pode sugerir que diferentes tecidos tém
caracteristicas especificas que modificadas pelo processo de fixagdo induzem a

maior ou menor adesdo ndo-especifica de células.

Quanto & temperatura, STAMPER & WOODRUFF (1977) chamam a atengéo
para que a ades&o especifica de linfocitos &s HEV so6 ocorre & temperatura de 7°C.
Enquanto que temperaturas mais altas (21 e 37°C) levam a uma diminuicdo da
especificidade do ensaio (STAMPER & WODRUFF, 1977). O fendmeno foi revisto
por VORA et al., (1995), que observaram uma diminuicdo de 60% da adesao
especifica @ HEV na temperatura de 22°C e de 90% na temperatura de 37°C. Nestas
temperaturas um maior numero de células aderiram a sitios ndo-vasculares. Ainda
que nestes estudos a aderéncia a sitios ndo-vasculares seja considerada
inespecifica, GROBER et al. (1993) ressaltam que estas interagbes s&o,

provavelmente, mediadas por receptores de potencial significancia funcional.

Na verdade, como mostrado por diferentes autores, a adesdo de linfécitos em
baixas temperaturas € mediada por moléculas de ades&o envolvidas no rolamento
de leucécitos como as selectinas, uma vez que a ligagéo de linfécitos a HEV pode
ser inibida por D-manose e L-fucose (YEDNOCK et al., 1987), pelo anticorpo 2H5
contra Sialyl Lewis X — um oligossacarideo reconhecido pelas selectinas —

(SAWADA et al., 1993), pela acdo da sialidase (ROSEN et al., 1989) e pelo
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tratamento dos linfocitos com agentes quelantes de Ca™™ — EDTA e EGTA —
(WOODRUFF et al., 1977). E provavel também que, & temperatura de 7°C,
integrinas como VLA-4 e LFA-1 em estados de baixa afinidade contribuam para a

rolagem de linfocitos sobre HEV (YEDNOCK et al., 1987).

Como revisado acima, o estado funcional das integrinas dos leucécitos pode
variar entre baixa e alta afinidade. Esta passagem do status de baixa afinidade para
alta afinidade pode decorrer da acgdo direta de substancias nas moléculas de
integrinas como cations divalentes (ALTIERI, 1991; LABADIA et al., 1998),
anticorpos (REZZONICO et al., 2000) e etc., ou por estimulos que levem a ativagéo
celular (DAVENPECK et al., 1998). O aumento da afinidade resulta de mudancas
conformacionais e da avidez (mobilizacdo) dos receptores na superficie celular
(MACDOWALL et al., 1998).Todos estes processos sdo dependentes de energia e

ndo est&o ativados a baixas temperaturas (CLEMENTS, 1994).

A adesdo de linfécitos ainda pode ser inibida por agentes que suprimem a
glicdlise (iodoacetato) ou a fosforilacdo oxidativa — azida — (WOODRUFF et al.,
1977), pela acdo de inibidores de proteinas cinases como Genesteina, inibidor
competitivo dos sitios de ligagdo de ATP, Tifostina Ag 490, inibidor seletivo da

cinase JAK-2 (CONSTANTIN et al., 1999).

Em resumo: (1) auséncia de ativagdo das integrinas em baixas temperaturas
pode justificar a ndo-aderéncia a matriz e células do tecido conjuntivo no ensaio
classico de STAMPER-WOODRUFF, enquanto o (2) aumento da temperatura

favorecendo ao uso de energia para a ativagao de integrinas leva a um aumento das



21

ligacdes a sitios intersticiais que ndo vasculares, interpretado originalmente como

adesdo inespecifica.

Desta maneira, BARBE et al. (1996) demonstraram, que a temperatura
ambiente (=25°C), eritroblastos aderem ao redor dos macrofagos em secgdes de

medula 6ssea e que esta adeséo pode ser inibida parcialmente por o-VLA-5.

Também em ensaios de adesdo de linfocitos, realizados em temperatura
ambiente, as células aderem a areas tubulo-intersticiais em secgdes de tecido renal
de pacientes com glomerulonefrite e rejeicdo aguda a transplante. Esta adeséo é
inibida predominantemente pelo peptidio CS1 ou anticorpos anti VLA-4

(CHAKRAVORTY et al., 1999).

Apesar destas evidéncias, as interagdes leucdcitos/tecido conjuntivo foram
pouco exploradas e ndo ha estudos sistematicos sobre os elementos que interferem
na especificidade destas ligagdes in vitro. Desta forma, neste trabalho, pretendemos
adaptar o ensaio de STAMPER-WOODRUFF para o estudo das interagdes entre
macrofagos e tecido conjuntivo. Esperamos assim, estabelecer os parametros
necessarios para os estudos funcionais in vitro das interagdes macréfago/tecido
conjuntivo. Temos em perspectiva a utilizagdo destes ensaios no estudo de
patologias, especialmente infecgdes intracelulares por patdgenos que tém como alvo

as células macrofagicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Adaptar o ensaio de adesdo de células a secgdes de tecido — ensaio de
STAMPER & WOODRUFF (1976) — para o estudo das interagdes entre células

macrofagicas e o tecido conjuntivo.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a adesdo de células macrofagicas a matriz conjuntiva de pele normal ou

transformada por processo inflamatorio.

2. Determinar os componentes moleculares (moléculas de adesao celular e
macromoléculas da matriz conjuntiva) que participam do processo:
a- dependéncia de cétions divalentes (Ca™ e Mg™™).
b- bloqueio dos sitios de adesao com:
e Anticorpos monoclonais contra moléculas de adesao;
e Peptideos contendo sequéncia RGD e LDV, reconhecidos por
receptores de fibronectina.

3. Definir modelos de aplicagéo da técnica adaptada.
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3 JUSTIFICATIVA

Existem poucos estudos explorando as interagdes de leucdcitos com o tecido
conjuntivo em sua organizag&o nativa. Consideramos importante a padronizagao de
um ensaio de adesdo baseado no modelo de STAMPER-WOODRUFF (1976) para
utilizacdo no estudo das interages celulares com componentes matriciais e células
do tecido conjuntivo. Isto permitira a (1) avaliagéo das interacdes das células com o
conjunto dos constituintes do tecido matricial, impossivel de ser obtida utilizando
componentes purificados; (2) permitira também a analise comparativa das interagdes

celulares nos diferentes processos inflamatérios.

Assim, nos propusemos a adaptar o ensaio de ades&o originalmente descrito
por STAMPER-WOODRUFF para o uso no estudo das interacdes de células
macrofagicas com a matriz conjuntiva. Para isso utilizamos células da linhagem J774
e secgbes de pele de camundongo BALB/c a fim de determinar as condi¢des
experimentais mais apropriadas para a execugdo dos experimentos.

Demonstraremos também algumas possibilidades de utilizagdo do ensaio.

Como enfatizamos na introdugéo, escolhemos células macrofagicas pelo seu
papel central na defesa e génese de lesdo em doencas infecciosas e parasitarias;

especialmente aquelas causadas por patdégenos intracelulares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Indugao de inflamagdo aguda em camundongos BALB/c

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, de idade variavel entre 8 a 12
semanas obtidos do Biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (Fiocruz,
Salvador), foram utilizados para indugéo de inflamagéo aguda (bolsao inflamatorio).
Os animais foram anestesiados com éter etilico e entdo submetidos a tricotomia do
dorso. Em seguida foi injetado 5 ml de ar e 200 nl de 6leo de soja com 0,1% de dleo
de créton, gentilmente cedido por Dr. Luiz Antonio Rodrigues de Freitas (Laboratério
de Patologia e Biologia Celular, CPqGM/Fiocruz/Salvador), por animal. Os animais
foram entdo acondicionados adequadamente no biotério de experimentagédo em
regime alimentar e hidrico ad /ibitum. Todo o trabalho foi desenvolvido de acordo

com as normas da comissao de ética em pesquisa da Fiocruz.

4.2 Preparagdao dos blocos e secgdes de pele inflamada de camundongo

BALB/c

Apbs trés dias da indugdo de inflamagdo com éleo de croton, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e a pele do dorso, com o bolsdo
inflamatdrio, foi removida e cortada perpendicularmente a epiderme em fragmentos
de aproximadamente 3 mm de espessura. Esses fragmentos de tecidos foram
embebidos em Histo prep (Fisher Scientific, LA, CA), congelados em nitrogénio

liquido e mantidos a —70° C, até a realizag&o dos ensaios de adeséo.
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No dia de realizacdo dos ensaios, um bloco foi selecionado para ser cortado

em um micrétomo de congelacdo Leica CM1780 com a finalidade de se obter
seccdes de pele inflamada de 7um de espessura. As secgdes foram colocadas
sobre laminas de vidro, previamente recobertas com gelatina, que em ensaios
prévios mostrou-se capaz de induzir uma adesdo minima dos macrofagos, e

mantidas sobre o gelo até o inicio do ensaio de ades&o.

4.3 Cultivo de macrofagos da linhagem J774G.8

Células macrofagicas de linhagem J774G.8 de camundongos BALB/c, obtidos
do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ N° CRO28), foram cultivados em
RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (Hyclone Lab Logan, Utah, EUA) inativado pelo calor, contendo 60 ug/ml de
gentamicina e 2mM de L-glutamina (Sigma, St. Louis, EUA). As células foram
cultivadas em garrafas plasticas estéreis (Costar, New York, EUA) mantidas em
estufa a temperatura de 37°C e 5% de CO, até confluéncia das células. Ao atingir a
fase de confluéncia, as células foram removidas dos frascos de cultura com HBSS
sem Ca** e Mg** (Sigma) frio, lavadas duas vezes por centrifugacéo a 1600 rpm por
5 minutos em HBSS sem Ca' e Mg'" ressuspensas em RPMI completo na
concentragdo de 2x10° células/ml. As células foram distribuidas em tubos nao-
aderentes, de acordo com os diferentes tratamentos a serem utilizados, e incubadas

por 24 horas a 37°C e 5% de CO, até a realizagdo do ensaio de adeséo.
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4.4 Obtencgado de macroéfagos peritoniais

Camundongos BALB/c foram inoculados com 3 ml de tioglicolato por via
intraperitonial. Ap6s trés dias, foram sacrificados para realizacdo da lavagem
peritonial com 10 ml de HBSS. As células obtidas foram lavadas duas vezes em
HBSS e ressuspensas em RPMI completo na concentragao de 2x10° células/ml.
Tipicamente estas preparagdes apresentavam uma pureza acima de 70% de células
com granulosidade compativel com células macrofagicas em exame de citometria de
fluxo. As células foram distribuidas em tubos n&o-aderentes, de acordo com o grupo
de tratamento a ser testado, e incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO, até a

realizag&o do ensaio de adesao.

4.5 Isolamento de mondcitos humanos

Monécitos humanos normais foram isolados a partir de bolsas de sangue
periférico obtido do Hemocentro do Estado da Bahia (Hemoba). O sangue foi diluido
1:2 em RPMI, e 20 ml desta solugdo foi adicionada sob 10 ml Ficcoll-Hypaque
(Sigma) em tubos de polipropileno de 50ml e centrifugado a 1600 RPM por 30
minutos e na temperatura de 20°C. Os mononucleares obtidos neste gradiente foram
lavados em HBSS (Sigma) e ressuspensos em 2,5 ml de RPMI contendo 70% de
Percoll (Sigma), sobre esta solugdo foram adicionados 2,5 ml de RPMI contendo
50%, 40% e 25% (3ml) de Percoll e centrifugado a 3400 RPM por 15 minutos a
temperatura ambiente, para separacdo dos monécitos. A pureza da populagéo de

mondécitos obtida estava tipicamente acima de 87% (medida por citometria de fluxo,
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utilizando granulosidade como parametro). As células foram lavadas duas vezes em
HBSS e ressuspensas em RPMI completo (contendo 10% de SBF, 2mM de
glutamina, 2,2 g/l de bicarbonato) em uma concentragdo de 2 x 10° células/ml.

Foram entdo, incubados em tubos ndo aderentes a 37° C e 5% CO, por 24 h.

4.6 Ensaio de adesdo com secgdes de pele

Para a realizagdo dos ensaios de adesdo, as secgbes de pele inflamada
foram secas a temperatura ambiente por 10 minutos, fixadas com acetona por 3
minutos, lavadas com PBS com Ca™ e Mg*™* (0,5 mM), incubadas com uma solugéo
de HBSS mais 4mg/ml de albumina sérica bovina (Sigma) por 20 minutos a
temperatura ambiente e novamente lavadas em PBS contendo Ca** e Mg"™". As
células previamente incubadas em tubos ndo-aderentes e submetidas a diferentes
tratamentos foram lavadas duas vezes em HBSS e ressuspensas na concentracao
de 107 células/ml e adicionadas sobre as secgdes (10° células/secgdo), por 30
minutos & temperatura ambiente e sobre uma mesa rotatéria a 80 rpm. Ao término
do periodo de incubagdo, as laminas foram lavadas 3x em PBS, para remog¢éo das
células nao-aderentes, fixadas com 2% de glutaraldeido (Sigma), por 10 minutos e
coradas em hematoxilina eosina, para posterior exame dos sitios preferenciais de

adeséo e quantificacdo das células aderidas.

A quantificagdo das células aderidas foi feita utilizando um analisador e
processador de imagens [Leica Quantiment Q500MC (Leica Cambridge, Cambridge,
UK)], onde foram realizadas captura da imagem, usando a objetiva de 10x, de trés

areas de 0,065mm? por seccdo para quantificacdo das células aderidas. Apés a
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captura da imagem, foi feita a quantificagdo direta e automatica das ceélulas
aderidas. Para tal, ajustamos o equipamento com os seguintes comprimentos de

onda: vermelho entre 0 a 193nm, verde entre 0 a 255nm e azul 0 a 205nm.

4.7 Envolvimento de cations divalentes no processo de adesdo

Macrofagos J774G.8 foram incubados por 24 h em tubos n&o aderentes,
como descrito anteriormente, lavados 2 vezes com HBSS sem Ca'* e Mg"™ e
ressuspensos em HBSS com 10% de SBF, contendo EDTA ou Mn*" (Sigma) na

concentracdo de 2 mM, e em seguida adicionados sobre as secgdes.

4.8 Efeito da ativagao de macréfagos no processo de adesao

Macréfagos J774G.8 foram tratados com lipopolissacarideo [LPS (Sigma)] em
diferentes concentragdes ou incubados com particulas de zimosan, gentilmente
cedidas pela Dr.2 Patricia S. T. Veras (Laboratério de Patologia e Biologia Celular
CPqGM/Fiocruz), na proporgéo de dez particulas por macrofago por 24 horas antes
dos ensaios. Além destes, foi utilizado forbol miristato acetato [PMA (Sigma)], na

concentrag&o de 1ng/mi por 10 minutos, antes da ades&o as secgdes.
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4.9 Imunohistoquimica

Seccgdes de pele congelada do bolséo inflamatério foram colhidas em laminas
com poli L-lisina (Sigma), secas por 15 minutos a temperatura ambiente e fixadas
com acetona —20°C por 3 minutos. Apds esta etapa as secgdes foram lavadas com
PBS, incubadas com 50 ul de uma solugdo de PBS contendo azida e H2O: por 45
minutos (blogueio da peroxidase enddgena). Foram lavadas com PBS e incubadas
com 50 pl de HBSS contendo 4 mg/ml de soro normal de cabra (Sigma) por 45
minutos (bloqueio dos sitios de ligagdes inespecificas). Foram entdo incubadas com
o anticorpo primario [MAC-1 ou H-CAM (Pharmingen, CA, EUA)] ou IgG de rato
(produzido em nosso laboratério), como controle negativo, na concentragéo de

1ug/ml, por 18 horas em camara fria (4°C).

No dia seguinte, as secgbes foram lavadas com PBS a 0,2% de Tween 20
(Sigma), incubadas por uma hora com anticorpo biotinilado anti IgG de rato (Sigma)
na diluicdo de 1:1000, lavadas trés vezes com PBS contendo 0,2% de Tween.
Foram ent&o incubadas por 45 minutos com strepto-avidina (Amersham Pharmacia,
SP, BR) diluida 1:800 e lavadas com PBS. Depois disso, a reacao foi revelada com
uma solu¢do de PBS contendo 3 mg de 3,3'diaminobenzidina (Sigma) e 10 ul de

H20,. Finalmente, as secg¢des foram contra-coradas com Hematoxilina (Sigma).
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4.10 Ensaios de inibicdo da adesdo de células J774G.8 a pele inflamada de

camundongos BALB\c

A fim de se determinar as potenciais moléculas de ades&o envolvidas no processo
foram realizados experimentos de bloqueio com peptidios: CS-1 —
DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST —, fragmento de fibronectina que contém o
tripeptidio LDV reconhecido pela integrina a4 (WEEKS et al., 1991, KOMORIYA et
al., 1991) e RGD -RGDS- (Sigma) a fim de bloquear, respectivamente, VLA-4 e VLA-
5. Como controles foram utilizadas dois peptidios com sequéncia similar, porém
truncadas, um com CS-1 — DELPQLVTLPHPNLHGPPVTSELID — e o outro com
RGD -GRGES- [tCS-1 e tRGD, cedidos gentilmente por Dr. Antdnio José O. dos
Santos (Amgen- Canada) (WEEKS et al., 1991; KOMORIYA et al., (1991)]. Além
disso, também foram usados anticorpos monoclonais contra integrinas que possuem
a cadeia B3, (clone game 46, Pharmingen, CA, EUA) e contra a cadeia a4 (clone R 1-
2, Pharmingen). Como is6tipos controle foram utilizados o clone R3-34 (IgG1,
Pharmingen) e o clone R35-38 (IgG2b, Pharmingen). Assim, células e secgdes foram
tratadas previamente com 1 mg/ml de peptidios ou com anticorpos, 25 ug por 10°
células e 20 ug/ml para as secgbes, durante 30 minutos a temperatura ambiente

antes da adesao as secg¢des de pele.
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4.11 Aplicagdo do ensaio no estudo da adesdo de células infectadas por

parasitas intracelulares

Em alguns experimentos, células J774G.8 foram infectadas com Leishmania
amazonensis (cepa WHOM/Br88-BA-125-Leila) ou Micobacterium avium da variante
virulenta (gentiimente cedidas pela Dr.2 Patricia S. T. Veras), também foram
realizados experimentos com macréfagos humanos e peritoniais infectados com
Leishmania, para avaliar a potencial interferéncia da infeccdo de parasitos
intracelulares no processo de adesdo dos macréfagos ao tecido conjuntivo da pele.
As células foram incubadas por 24h em tubos nado aderentes (Falcon) com
promastigotas de Leishmania ou Mycobacterium ou particulas de latex de 3 um
(Sigma), na proporcéo de 10 microorganismos ou particulas de latex por macréfago,
a 37°C e 5% de CO,. A taxa de infecgdo ou a fagocitose de latex foi avaliada por

coloragao com Giemsa, Zielh-Nielsen ou hematoxilina-eosina. (fig. 4.1).
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Figura 4.1: Células J774 ap6s fagocitose de Leishmania amazonensis (A) e apos
fagocitose de particulas de latex de 3um (B). Aumento de 1000X.



4.12 Analise estatistica:

Cada tratamento foi realizado em pelo menos triplicata com trés contagens
em éreas diferentes previamente selecionadas e equivalentes em cada secgdo. Os
resultados estdo apresentados como médias mais ou menos o erro padrdo da
média. Os dados apresentados nos graficos sdo representativos de pelo menos trés
experimentos. A diferenga entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia

(ANOVA) seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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5 RESULTADOS

5.1 Estabelecimento preliminar das condi¢des do ensaio

Em ensaios preliminares a fixagdo das secgdes com glutaraldeido, como
utilizado por STAMPER-WOODRUFF (1976), levou a uma adesé&o indiscriminada de
células por toda a secgdo, um “efeito tapete”. Optamos, por isso, pela fixacao com
acetona, a qual possibilitou uma discriminagdo melhor das areas de ades&o
(conforme descrito mais adiante). Adotamos a agitagdo a uma velocidade de 80 rpm
para a realizagdo dos ensaios, baseado em dados da literatura que mostram que
esta velocidade permite uma interagdo adequada de células com o substrato de
adesdo (STAMPER & WOODRUFF, 1976, YEDNOCK et al., 1987; ROSEN et al.,
1989). Utilizamos 100 pl da suspenséao de células por ser um volume suficiente para
cobrir secgoes e permitir a distribuicdo da suspensdo de maneira uniforme em um
circulo de 1cm de diametro, mantido o tempo de incubacdo (TURUNEN et al., 1995;
TOPPILA et al., 1997; NAKANO et al., 1997). O ensaio foi realizado a temperatura
ambiente, resultando em uma adeséo firme das células, ndo desfeita mesmo apds
multiplas lavagens com PBS (ver abaixo). Nestas condi¢gbes as células aderem a
areas especificas nas sec¢bes de pele inflamada e apresentam espalhamento do

citoplasma (Fig.5.1).

5.2 Analise dos sitios preferenciais de adesédo

Nas condi¢des descritas acima, células macrofagicas de linhagem J774

aderem preferencialmente a regides inflamadas da pele, que circundam o bols&o
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inflamatério induzido com 6leo de créton (fig. 5.2A), existindo pouquissima ou
nenhuma ades&o nas areas de tecido normal. Ha também uma maior frequéncia de
células aderidas a areas de regeneracéo epitelial, em relagéo ao epitélio normal (fig.

5.2B).

5.3 Avaliagao da concentragao ideal de células a serem utilizadas nos ensaios

de adesao

A partir dos resultados iniciais procuramos otimizar as condigbes para
realizacdo dos ensaios, determinando a concentragdo adequada de células,
preservacao dos sitios de adesao pds congelamento das secgbes e necessidade da

simulagdo de fluxo durante a etapa de coincubagado das células com as secgdes.

Foram realizados ensaios de adesdo com diferentes concentragdes de células
a fim de se determinar a concentragéo ideal para utilizagdo nos ensaios seguintes
(fig. 5.3). O uso de concentracdes de células entre 2,5x10° — 1x10° apresentou uma
correlagéo linear com p=0,002 e representa o intervalo da curva de adesdo que
permite, portanto, detectar mais facilmente modificagdes geradas por manipulagéo

experimental no sistema.
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5.1 - Espalhamento do citoplasma das células apés o ensaio de adesao.

Macrofagos J774 apdés 24h de incubagdo em tubos nao-aderentes foram
adicionados sobre sec¢bées de pele inflamada de camundongo BALB/c, na
concentragio de 10° células por secgdo e sobre uma mesa rotatéria a velocidade de
80rpm. As células aderidas apresentam espalhamento do citoplasma sobre o
substrato de adeséo (seta). Aumento de 430X
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Figura 5.3 - Curva de tendéncia da adesdo de células J774 sobre pele
inflamada de Camundongo BALB\c. Diferentes concentragées de ceélulas foram
adicionadas sobre as secgdes nas condigbes descritas na figura 5.1. Apos, a
realizagdo do ensaio procedeu-se a quantificagdo das células aderidas. Resultados

de trés experimentos.
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5.4 Avaliagdo da preservagdo dos sitios de adesdao em tecidos congelados e

frescos

A fim de determinar se os sitios de adesdo para macréfagos do tecido
conjuntivo permanecem estaveis apos a estocagem das secgdes em freezer -70°C,
foram realizados ensaios de adesao utilizando-se: (1) secgdes cortadas no dia do
ensaio, utilizadas ap6s ndo mais que 3 horas e (2) sec¢des estocadas, previamente,
a —70°C por 24h (fig. 5.4). Foi observado nos trés experimentos realizados uma
tendéncia a diminuicdo da adesdo quando se utiliza secgdes estocadas. No entanto,
esta diminuicdo da adesdo ndo foi estatisticamente significante em nenhum dos

experimentos.

5.5 Avaliagdo da importancia da agitagdao durante o processo de adesao

Avaliou-se o efeito da agitagdo sobre o processo de adesao macréfago/matriz
através da realizagdo do ensaio sob agitacdo em uma mesa rotatoria ou utilizando-
se secgdes sobre uma su.perficie imoével (fig. 5.5). Houve uma tendéncia a
diminuigdo da ades&o nos ensaios realizados sem agitacdo (dois experimentos).

Esta diferenca, contudo, néo foi estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 5.4 - Avaliagao da preservagao dos sitios de adesdo. Sec¢des de
pele inflamada de camundongo BALB/c foram estocadas a —70°C e usadas 24h
depois para comparagdo com a adesdo utilizando-se pele ndo estocada. Apesar da
diminuicdo da aderéncia a pele estocada a diferenca n&o foi significativa entre os

dois grupos. Resultado representativo de trés experimentos.
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Figura 5.5 - Efeito da agitagdao durante o ensaio de adesdo. Grupos de
laminas contendo secgbes de pele inflamada de camundongo BALB\c foram
colocadas sobre uma plataforma giratdéria a 80 rpm (Movimento) ou sobre uma
superficie imével (Parado), e sobre estas secgbes foram adicionadas 100ul de
solugdo contendo 10° macréfagos. Apesar da discreta reducdo na aderéncia das
células nas secgbes paradas, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa

(p>0,05). Resultado representativo de trés experimentos.
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5.6 Analise da participagdo de cations divalentes (Ca™ e Mg*")

Sabendo-se que as interagbes por integrinas, as moléculas mais
frequentemente implicadas nas interagdes célula/matriz conjuntiva, s&o dependentes
da presenca de cations divalentes (STEWART et al, 1998), realizamos
experimentos nos quais estes ions foram removidos para avaliarmos seu efeito
sobre a adesé&o celular. O tratamento das células com 2 mM de EDTA, um quelante
de ions divalentes, promove a diminuicdo da adesdo das células a secgdo de pele
inflamada enquanto o tratamento com 2 mM de Mn*? promove o aumento da

adesdo. Sugerindo o envolvimento de moléculas de integrinas no processo (fig. 5.6).

5.7 Efeito da ativagao celular sobre o processo de adeséo

A ativagdo celular pode modular a expressdo de moléculas de adeséo ou
alterar a afinidade/avidez da adesdo mediada por integrinas das células pelos
receptores expressos no substrato de adesao. Para testar este efeito, incubamos as
células J774 com diferentes concentragdes de: LPS, PMA ou zimosan. O tratamento
com LPS por 24 horas promove o0 aumento da adesao celular. Este efeito atinge o
maximo na concentragdo de 1 pg/mi de LPS e diminui em concentragbes de 10 e 20
ng/ml (fig. 5.7), esta diminuicdo esta associada ao decréscimo da viabilidade das

células (avaliada pela exclusdo em azul tripan).

O tratamento com Zimozan por 24 horas ou PMA por 15 minutos (fig. 5.8)

promoveram um significativo aumento da adesao de células J774.
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Figura 5.6 - Avaliagao da participagao de cations divalentes no processo
de adesédo de células J774. Células sem tratamento (controle), tratadas com EDTA
(2mM) ou tratadas com Mn™* (2mM), foram adicionadas sobre secgdes de pele
inflamada, conforme descrito na figura 5.1. O tratamento com EDTA diminuiu a
ades3o de células J774 enquanto que o tratamento com Mn** levou a um aumento
do processo de adesdo quando comparado com o grupo controle. Resultado

representativo de quatro experimentos.



44

P<0,05

.

Cels /0,065mm2

Controle ' 1ug/mILPS 10ug/mILPS' 20ug/mILPS'
Grupos Experimentais

Figura 5.7 - Efeito do LPS sobre o processo de adesdo de células J774.
Macrofagos foram tratados por 24h com diferentes concentragbes de LPS e

coincubados com secgdes de pele inflamada de camundongo BALB/c. O LPS
induziu 0 maximo de aumento da ades&o na concentragédo de 1ug/ml, concentragdes
maiores promoveram uma diminuicdo da viabilidade celular. Resultado

representativo de quatro experimentos (p<0,05).
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FIGURA 5.8 - Efeito do zimosan e PMA sobre o processo de adeséao.
Macréfagos J774 foram incubados por 24h com particulas de zymosan, na
proporcdo de 10 particulas/célula, ou com 1 ng/ml de PMA, por 15 minutos antes
das células serem adicionadas sobre secgbes de pele inflamada de camundongo
BALB/c. Tanto zimosan quanto PMA foram capazes de induzir um aumento
significativo da ades&o, zimosan 76% e PMA 46% em relagédo ao controle (p<0.05),

resuitado representativo de 3 experimentos.
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5.8 Identificacdo das moléculas de adesdao envolvidas na interagao

macroéfago/matriz conjuntiva

5.8.1 Identificacido de moléculas de adesdo expressas na pele de

camundongos de linhagem BALBI/c, apés indugao de inflamagao aguda

As moléculas de adesdo expressas nas secgbes de pele inflamada utilizadas
nos ensaios de adesdo foram identificadas através de imunohistoquimica. O
anticorpo contra MAC-1 (fig. 5.9) identificou células distribuidas difusamente no
infiltrado inflamatério com caracteristicas morfolégicas de macréfagos e neutréfilos.
O anticorpo contra H-CAM marcou uma maior variedade de células no infiltrado

inflamatorio, além de células basais da epiderme.

5.8.2 Identificagdo das moléculas envolvidas no processo de adesao de células

J774 a pele de bolsao inflamatério de camundongos de linhagem BALB\c

Foram realizados ensaios de bloqueio de ades&o utilizando-se peptidios e/ou
anticorpos monoclonais. A incubacdo, prévia, das células e secgbes com 0s
peptidios RGD e CS-1, antes da adesdo as secgbes de pele, levou a uma
diminuicdo da aderéncia celular [37%(fig. 5.10A)]. Indicando o envolvimento de
integrinas da familia 31 e/ou contendo a cadeia a4 ou a5. Uma redugéo na adeséo
ainda mais expressiva foi observada (45,74%) na presenca de anticorpos e peptidios
(figura 5.10B), que interferem com as intera¢des envolvendo integrinas do grupo o4

(CS1 e CD 49d) e anticorpo contra integrinas da familia 3.
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Figura 5.9 - Detecgdao de MAC-1 e H-CAM em secc¢des de pele inflamada através
de imunohistoquimica. O anticorpo contra MAC-1 (A) identificou células
distribuidas difusamente no infiltrado inflamatério com caracteristicas de macréfagos
e neutréfilos, (B) Controle negativo e (C) H-CAM marcou uma maior variedade de
células no infiltrado inflamatério. Aumento de 430X em A, Be C.
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Figura 5.10 - Ensaios de bloqueio com peptidios RGD e CS-1 e anticorpos -
CD18 e «-CD49d. Macréfagos J774 e secgdes de pele inflamada foram tratadas,
previamente, por 30 minutos a temperatura ambiente, com 1mg/ml de peptidios (A)
CS1, RGD ou com as sequéncias truncadas destes peptidios (tRGD ou tCS1) ou
com anticorpos monoclonais (B) contra as cadeias a4 € B2 de integrinas (a-CD18 e
a-CD49d na concentracdo de 20 pg/ml para as secgdes e 25ug/10° células), apos o

tratamento as células foram adicionadas sobre as secgbes. Os resultados s&o

representativos de dois experimentos.



49

5.9 Interferéncia do estado funcional das células no processo de adesao

Para verificar se a infecgdo parasitaria ou fagocitose mudam a interagdo das
células macrofagicas com a matriz conjuntiva infectamos células J774 com
Leishmania ou incubamos com particulas de latex de 3 um por 18h. A infecgéo por
Leishmania amazonensis (Lma) leva a diminuicdo da adesdo de macréfagos
J774/G8 a seccgbes de pele inflamada em comparagdo com células normais
(controle) e macréfagos incubados com particulas de latex de 3 um (fig. 5.11). A
diminuicdo da adesao de células infectadas também foi observada com macréfagos

peritoniais (fig. 5.12A) e mondécitos de sangue periférico humano (fig. 5.12B).

A fim de avaliar se outros patégenos intracelulares sdo capazes de modificar
o perfil de adesao, células J774 foram infectadas com Mycobacterium avium (fig.
5.13). A infecgdo por M. avium né&o foi capaz de modificar o perfil de ades&o em
relacdo ao controle ou mesmo exibir a diminuicdo de adesdo observada com a
infecgdo por Leishmania. Sugerindo que mecanismos especificos operam na
regulacdo do processo de adesdo de células infectadas por Leishmania a matriz

conjuntiva.
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Figura 5.11 - Efeito da infecgao intracelular de M¢ J774 por Leishmania
amazonensis. Macréfagos normais (Cont), infectados com Leishmania amazonensis
(Lma), na proporgéo de 10 parasitos por macroéfago, ou incubadas com particulas de
latex (LTX) de 3 um de didmetro (10 particulas por macréfago) foram incubados por
24h em tubos nao-aderentes. Apoés este periodo, as células foram adicionadas sobre
as secgdes nas condi¢cbes descritas na figura 5.1 e avaliou-se o percentual de
infecgao dos macrofago (90,8%). Somente a infecgéo por L. amazonensis promoveu
uma diminuicdo da adesdao (p=0,002). Resultado representativo de nove

experimentos.
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Figura 5.12 - Efeito da infecgdo intracelular de (A) M¢ peritoniais ou (B)
monocitos humanos por Leishmania amazonesis. Os macrofagos foram
previamente infectados com Leishmania amazonensis na proporcdo de 10
leishmanias por macréfago, 24h antes dos ensaios de adesdo. A infecgéo por L.
amazonensis promoveu uma diminuicdo da adesdo em ambos os tipos celulares.
Resultado correspondente a um experimento com macroéfagos peritoniais (p<0.05) e

é representativo de dois experimentos com monoécitos humanos (p<0.05).
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Figura 5.13 - influéncia da infecgdo de Micobacterium avium sobre a adesao
celular. Células J774 normais (controle), células infectadas com Leishmania
amazonensis (Lma) ou com Mycobacterium avium (M. avium), na proporgao de 10
parasitos/M¢, foram incubadas por 24h em tubos nao-aderentes e utilizadas no
ensaio de adesao. Somente a infecgdo por L. amazonensis produziu diminuigdo da

adesao (p<0,05). Resultado representativo de trés experimentos.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho padronizamos um ensaio de adeséo, a temperatura ambiente,
que possibilita o estudo das interagdes de células macrofagicas com o tecido
conjuntivo (incluindo componentes matriciais e células da matriz conjuntiva, in vitro).
Além disso, demonstramos a possibilidade de uso deste sistema para a investigacao
dos mecanismos patogénicos de doencgas infecciosas. O ensaio de Stamper-
Woodruff tem sido realizado, na maioria dos trabalhos, a baixa temperatura e a
adesdo fora das vénulas de endotélio alto era considerada como ades&o
inespecifica (STAMPER & WOODRUFF, 1976; VORA et al.,1994), ou seja, as
condigbes do ensaio eram otimizadas para ©0 estudo das relagdes
leucocitos/endotélio alto. No presente trabalho mostramos portanto, pela primeira
vez, que um ensaio semelhante aoc de STAMPER-WOODRUFF pode ser realizado

para a avaliagao de interagdes de macréfagos com tecido conjuntico.

Quais evidéncias oferecem suporte a utilizagdo do ensaio conforme proposto

neste trabalho?

(I) Padréao de aderéncia de células macrofagicas discrimina as areas de
inflamag&o em relagdo as areas normais da pele. Conforme descrito na introdugao
desta dissertacdo, o processo de adesdo de leucocitos ao tecido conjuntivo é
mediado por moléculas de adesdo e modulado pela presenga de quimiotaticos com
especificidade definida para diferentes populagdes celulares. O tecido conjuntivo é
modificado nas areas de inflamagdo, tornando-se mais apto para promover o
recrutamento de células inflamatérias; isto & parcialmente determinado por uma

maior oferta de sitios de adeséo através de moléculas como a fibronectina (SANTOS
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et al., 1994), as quais possuem sitios de ligacdo para as moléculas de integrinas,
como VLA-4 e VLA-5, presentes na superficie dos leucécitos (MOULD e al., 1991;
CLEMENTS et al., 1994; YANG et al., 1998). Além da fibronectina, outras moléculas
presentes na matriz conjuntiva, como trombospondina (YABKOWITS et al., 1993) e
a propria fibrina (KUIJPER et al., 1997), sdo capazes de dar suporte a adeséo de
leucdcitos ativados (ver tabela 1). A oferta de receptores é ainda incrementada pela
chegada de leucécitos e aumento do numero de células residentes, como os
fibroblastos, que oferecem sitios adicionais de adeséo (STEINHAUSER et al., 1998).
Na verdade, o processo de inflamagéo estabelece uma sequéncia de modificagdes
no painel de moléculas de adesao e quimiotaticos que resultam em mudancgas de
populacdes celulares no infiltrado. Neste estudo avaliamos a capacidade de adeséo
do macréfago, que € um dos tipos celulares mais presentes em infiltrados
inflamataérios; por isso escolhemos secgdes de pele com um processo inflamatério
de trés dias de evolugdo em que a analise histolégica evidencia a presenca destas
células (Fig. 5.1) e portanto, indiretamente, sitios de aderéncia e quimiotaticos
apropriados. Neste tecido, foi nitida a predilecdo dos macréfagos pelas areas de
inflamag&o. Isto é uma forte indicagéo de que o ensaio por nds padronizado é capaz

de revelar adesdes celulares especificas.

(1) A aderéncia observada nos ensaios descritos neste trabalho é dependente
de cations divalentes, os quais sdo requeridos no processo de adesdo mediado por
moléculas de selectinas e integrinas (ver introdug&o). A oferta de cations divalentes
para ligagdo aos dominios das selectinas ou de integrinas pode ser reduzida pelo
uso do EDTA, inibindo drasticamente a ades&o celular, ao contrario da adicado de

ions de manganés, que aumenta a aderéncia. Apesar de ndo excluirmos a



55
participacdo de selectinas no processo de adesdo de macréfagos ao tecido
conjuntivo, as caracteristicas da adesdo observada em nosso sistema: (a) adesao
forte, ndo deslocada apds multiplas lavagens das secgbes com PBS, (b)
espalhamento citoplasmatico das células aderidas (Fig. 5.1) e (c) incremento da
adesado com o ion manganés (Fig. 5.5); sugerem que as integrinas sao as principais
moléculas envolvidas na adesao de macréfagos no nosso sistema, e, mais uma vez,

apontam para a especificidade das adesdes.

(Ill) Ativagdo celular aumenta a aderéncia das células as secgdes. Isto também
corrobora com a especificidade das interagbes entre leucécitos e matriz conjuntiva
em nosso sistema. E notério que leucécitos ativados aderem mais fortemente a
diferentes substratos: monocamadas de células endoteliais (GAUTAM et al., 2000) e
componentes matriciais (HAUZENBERGER et al,, 1994). No nosso sistema, a
ativacdo dos macréfagos com PMA, zimosan ou LPS aumentou a aderéncia as
seccgbes de pele. O incremento da adesao, apesar de significativo, foi menor do que
0 observado em alguns sistemas in vitro como monocamadas de endotélio (SHEN et
al.,1998) e componentes purificados da matriz extracelular (PUIG-KROGER et al,,
2000). Uma das possiveis justificativas, para a diferenca quantitativa entre nossos
achados e os de outros autores, € de que ativadores como o fator C5a e/ou
quimiocinas atuem nas areas de inflamacgéo da pele e, per si, sejam capazes de
determinar a ativagdo celular, evitando que o tratamento com zimosan ou PMA leve
a um grande efeito em funcdo do estado de ativacdo da célula. Em experimentos
futuros, o tratamento enzimatico para remogao de quimiocinas ligadas a heparan
sulfato ou bloqueio de quimiocinas especificas podem esclarecer melhor este

aspecto. Outra possibilidade é a de que as células J774, utilizadas neste ensaio, que
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s&o células transformadas e que produzem de forma constitutiva IL-1 (O'FARRELL
et al., 1998), j& possuam um consideravel grau de ativagdo que possibilite a adesao
mais efetiva aos substratos. Em verdade, a proporgéo de células J774 aderidas nos
ensaios foi usualmente maior do que a adesdo de mondcitos de sangue periférico

humano.

(IV) A aderéncia de macrofagos ao tecido conjuntivo observada em nosso
experimento pode ser bloqueada por anticorpos contra integrinas (1 e 2) e por
peptidios com sequéncias correspondentes a sitios de ligagao celular presentes em
componentes matriciais. Isoladamente, nem anti-CD49d, anti-B2, RGD e CS-1 foram
capazes de diminuir a adesdo de forma significativa. Contudo, a diminuicdo da
adesdo foi maior com a mistura contendo CS-1, anti-CD49d e anti-B2 em
comparagao com as misturas que contém os peptidios RGD e CS-1. O blogueio com
a combinacdo de CS1, anti-CD49d e anti-32 nado foi completo. Algumas
possibilidades podem ser aventadas para justificar a adesao remanescente: (1) a
utilizacgdo de moléculas completas de anticorpo, contendo as porgdes Fc e Fab,
pode ter contribuido na ligagdo cruzada entre células ou célula substrato de adeséo,
ou seja, a porgédo Fc do anticorpo pode ligar-se ao receptor Fc de uma célula e a
porcdo Fab a molécula reconhecida na superficie de outra célula, além desta
possibilidade, pode ocorrer a ligagdo cruzada envolvendo a ligacdo das duas
porcdes Fab, presentes no anticorpo, a diferentes células; (2) outras moléculas
como selectinas, as quais se ligam a moléculas contendo agucares; HCAM, que liga
a heparan sulfato; moléculas de adesao da superfamilia das imunoglobulinas, como
PECAM/PECAM (ligacdo homotipica), poderiam também estar participando do

processo de adesdo. Além disso, (3) o painel de pares de moléculas de ades&o nao
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é completamente conhecido, de forma que adesdo remanescente tem sido
observada em alguns sistemas in vitro mais simples do que o apresentado aqui

(SHANG & ISSSEKUTZ, 1998).

(V) A infecgdo de células macrofagicas por Leishmania diminui a ades&o de
forma mais intensa do que o observado nos ensaios de bloqueio, reforcando as
idéias explicitadas acima. Esta diminuicdo da adesdo n&o é observada com a
infecgdo por Mycobacterium ou com a fagocitose de particulas de latex, sugerindo
que mecanismos especificos existentes na infeccdo pela Leishmania estejam
operando na hiporegulacdo da adesdo de células macrofagicas a matriz conjuntiva.
Por sua vez, observamos que a diminuicdo da adesdo pela infecgdo com
Leishmania variou quando comparamos diferentes experimentos. Nao sabemos a
causa desta variagdo. Em uma avaliagdo preliminar observamos correlagoes,
significativas, da taxa de infecgdo e do numero de parasitos por macréfago com a

diminuigdo da adeséo, utilizando o ensaio de adesao a secgdes.

Finalmente, em nossos ensaios, a realizagdo de experimentos utilizando uma
mesa rotatdria, com a fungdo de promover a agitacdo das células sobre a pele,
produziu uma maior adesao de células do que na auséncia de agitagdo, embora isto
n&o tenha sido estatisticamente significante. E possivel que a agitacéo possibilite a
ativacao de selectinas através do rolamento das células sobre o substrato, seguida
pela ativagéo de integrinas (LUND-JOHANSEN et al., 1992). Além disso, a agitagéo
aumenta a chance de encontro das moléculas de ades&do expressas sobre a
superficie das células macrofagicas com seus respectivos contra-receptores

expressos nas seccgdes de pele.
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No nosso sistema, a concentragéo ideal de células para uso no ensaio situa-
se na faixa de 2,5 x 10° a 10° células por seccdo, bem abaixo da concentragdo de
6x10° linfécitos utilizada por STAMPER-WOODRUFF (1976), mas igual a
concentracdo de 10° mondcitos utilizado por YEDNOCK et al. (1992). Talvez esta
diferenca na concentracdo ideal de células reflita ndo s6 a natureza da célula

utilizada como também o tipo de substrato de ades&o usado.
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7 CONCLUSOES/SUMARIO DOS RESULTADOS

1. E possivel utilizar o sistema de ades&o aqui descrito para estudar interagdes
especificas de leucdcitos a tecido conjuntivo da pele, ja que esta especificidade foi

comprovada pelos seguintes achados:

a. ha sitios preferenciais de adesado em areas de inflamagéo;,

b. aadesao depende da presencga de cétions divalentes;

C. a ativagao celular aumenta a adesao das ceélulas;

d. aadesao é dependente de integrinas da familia 1 e 2,

e. a infecgdo por Leishmania, e ndo por Mycobacterium, interfere com a

aderéncia macréfago-matriz.

2. Foram estabelecidas condigdes 6timas para a realizagdo do ensaio com células

macrofagicas:

a. fixagdo das secgbes com acetona;

b. 2,5 x10°a 10° células por circunferéncia de 1cm de diametro.

3. Foi verificado que o ensaio, pode ser realizado nas seguintes condigdes (o que

nao se encontra descrito na literatura):

a. com secgdes de tecido cutaneo previamente estocadas;

b. na auséncia de agitagdo durante a realizagdo do ensaio.
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