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RESUMO: Introducgdo: As enterotoxinas estafilocdcicas (SEs) sao produzidas e excretadas por
algumas cepas da bactéria Staphylococcus aureus. A asma é uma doenca caracterizada por
resposta inflamatdria cronica das vias aéreas. A administracao sistémica de SEB em coelhos
produz inflamacgao pulmonar caracterizada por infiltracao de leucdcitos, danos no endotélio e
aumento de permeabilidade vascular. Materiais e Métodos: Ratos da linhagem Wistar foram
submetidos a um protocolo em que foram sensibilizados com ovalbumina (OVA) e 14 dias apds
receberam uma instilacdo intranasal de PBS ou SEB ou LPS. Apds 4 horas receberam nova
instilagéo intranasal de PBS ou OVA e ap6s 24 horas foram colhidos os lavados broncoalveolares
(BAL), Foi realizada a contagem total e diferencial das células e os resultados foram submetidos
a analise estatistica. Resultados: Em animais que receberam SEB e OVA, o influxo neutrofilico
foi maior que naqueles que receberam somente SEB ou OVA. Nos animais que receberam
LPS, os niveis de TNF-a foram maiores em animais submetidos ao protocolo de inflamagéao
alérgica por OVA. Conclusdo: A administracao prévia de SEB ou LPS promoveu um influxo de
neutrdfilos, mas ndo de eosindfilos. A SEB e o LPS parecem agir por mecanismos diferentes
no influxo de neutrdfilos.

DESCRITORES: Staphylococcus aureus/virologia. Asma/virologia. Asma/imunologia. Exposi¢ao
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INTRODUCAO

Enterotoxinas estafilococicas

s enterotoxinas estafilocécicas

(SEs) pertencem a uma familia de

proteinas neurotdxicas produzidas e
excretadas por algumas cepas da bactéria gram-
positiva Staphylococcus aureus. Estas toxinas
sdo responsaveis pela maioria das intoxicagdes
alimentares em humanos, podendo causar varias
alteracdes fisiopatolégicas que podem levar ao
choque e morte®®,

Embora o0s(s) mecanismos(s) de ac¢ao in vivo
destas toxinas ainda ndo tenham sido claramente
elucidados®**, as manifestacoes enteropatoldgicas
destas toxinas parecem envolver a estimulacao
de neurdnios do trato gastrintestinal, macréfagos
e linfécitos®. Em humanos, varios estudos
demonstraram que os efeitos fisiopatolégicos das
SEs e de outras toxinas bacterianas envolvem a
liberagéo de prostaglandinas, histamina, serotonina
e leucotrienos, além de citocinas entre as quais
a interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a,
interferon-y (INF-y) e NO, produzidos por células como
os mastadcitos, macrofagos e linfocitos®1418:2527.34.51,

A administracdo sistémica da SEB em
camundongos induz a liberagéo de varios mediadores
pro-inflamatdrios, incluindo o TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2,
IL-6, IL-10 e 0 NO'232535 O NO parece exercer efeito
protetor contra o choque téxico induzido por estas
toxinas em camundongos, visto que a administracao
prévia de L-NAME potencializa o choque letal
produzido por estas toxinas'®.

Em relacdo a estimulagcdo de neurbnios
sensoriais pelas SEs, sugere-se que a SEA e a
SEB induzem em camundongos inflamacgéo do tipo
neurogénica. Nestes animais, o tratamento com
capsaicina (substancia capaz de depletar as fibras
C sensoriais do seu conteudo de neuropeptideos) é
capaz de reduzir a infiltragao peritoneal de neutrdfilos
causada por estas SEs”%° O edema inflamatério
induzido pela SEB em camundongos envolve a
formacao local de cininas, a ativacao direta de
receptores vanildides em neur6nios sensoriais e a
desgranulagéo de mastocitos®.

A migracdo peritoneal de neutrdfilos induzida por
SEA ou SEB é modulada, em parte, por macréfagos
residentes®®. Além disto, mais recentemente
demonstrou-se que macréfagos de camundongos
estimulados in vitro com SEA ou SEB liberam, nos
sobrenadantes, componentes protéicos com atividade
quimiotaxica in vivo e in vitro para neutrdfilos' 2,
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Asma brénquica

A asma é uma doenga mundial de prevaléncia
progressiva, responsavel por grande parte dos altos
gastos em saude publica®®. Esta doenca é uma
condicao caracterizada por resposta inflamatdria
crbnica das vias aéreas, que resulta em broncoespasmo
devido a liberacao de uma variedade de mediadores
inflamatdrios espasmogénicos, provenientes de
macrofagos alveolares, mastdcitos, eosindfilos,
linfécitos e neutrdfilos®3°41%0, O desenvolvimento
da asma envolve interacdes entre fatores externos
e genéticos, e tem como caracteristicas clinicas
crises de dispnéia, tosse e sibilos. E uma doenga
episddica, alternando crises agudas com periodos
assintomaticos*.

A asma pode ser dividida em dois principais
tipos: asma intrinseca e extrinseca. A asma intrinseca
apresenta histéria negativa para alergia e niveis séricos
normais de IgE. Neste caso, os pacientes desenvolvem
os sintomas tipicos de asma (sibilo e dispnéia) apds
a exposicao das vias aéreas com certos estimulos
tais como infecgdes virais e/ou bacterianas, ar frio,
inalantes irritantes (ex: diéxido de enxofre), drogas (ex:
aspirina), estresse emocional e exercicio fisico¥ 8. A
asma extrinseca é caracterizada por uma reagao de
hipersensibilidade do tipo | induzida por um antigeno
extrinseco. Este tipo inclui a asma alérgica (atdpica),
ocupacional e aspergilose broncopulmonar alérgica
(colonizacéo brénquica com Aspergillus, seguida
pelo desenvolvimento de anticorpos IgE)*"“8. A asma
alérgica é a mais comum, sendo desencadeada por
antigenos ambientais presentes na poeira, polen, pélos
de animais, determinados alimentos, dentre outros.
E freqlientemente associada a histérico familiar de
atopia. As crises agudas podem ser precedidas por
manifestacdes de doencas alérgicas, como rinite,
urticaria ou eczema, reacdes cutaneas positivas a
injecéo intradérmica de extratos de antigenos inalados,
niveis elevados de IgE no soro, e/ou respostas positivas
a testes de provocacao, os quais envolvem a inalagao
de antigeno especifico® .

Dados obtidos de pacientes asmaticos e de
modelos experimentais de asma mostram que os
eosinodfilos desempenham papel importante nesta
patologia, onde o acumulo seletivo destas células e
sua ativacao na mucosa brénquica sédo considerados
eventos centrais na patogénese da asma*’. Pacientes
asmaticos apresentam numero elevado de eosindfilos
no sangue e no lavado broncoalveolar, e infiltrado
inflamatdrio pulmonar rico em células ativadas, como
mastdcitos, mondcitos, linfocitos e, principalmente,
eosindfilos®46. A importancia dos eosindfilos na
asma tem sido enfatizada pelos achados que
correlacionam o grau de eosinofilia no sangue (e no



lavado broncoalveolar) com o grau de hiperreatividade
brénquica e a gravidade da doenga?*46,

Eosindfilos ativados liberam substancias
citotoxicas, como radicais de oxigénio e proteinas
toxicas (proteina basica principal, proteina catiénica
do eosinofilo e peroxidase do eosindfilo), além
de produzirem e liberarem mediadores pro-
inflamatdrios, incluindo citocinas, quimiocinas e
mediadores lipidicos que podem intensificar a
resposta inflamatdria02243,

O recrutamento de eosindfilos para o tecido
inflamado é um processo complexo, sendo regulado
por varios fatores, incluindo citocinas, quimiocinas,
NO e moléculas de adesao. Eosindfilos de pacientes
alérgicos e asmaticos apresentam migracéao, adesao
e desgranulagao aumentadas em relagao a eosindfilos
de individuos sadios devido aos niveis circulantes
aumentados de IL-3, IL-5 e fator estimulador do
crescimento de granulécitos e mondcitos (GM-
CSF). Sendo assim, a exposi¢cao dos eosindfilos
a determinadas citocinas modifica o fenétipo
destas células tornando-as “primadas” (ativadas),
caracterizando assim a etapa de priming®.

Vérias espécies animais tém sido usadas em
modelos experimentais de asma, incluindo cobaia,
cdo, camundongos e ratos?!:31:82334142  Entretanto,
devido a complexidade da doenga, a asma nao tem
sido totalmente reproduzida em animais, existindo
apenas modelos de inflamacao alérgica que repro-
duzem algumas caracteristicas da doenga, como
broncoconstricéo, hipersecrecéo de muco e inflamacgéo
crénica com infiltracao de leucdcitos*. O procedimento
experimental mais frequentemente utilizado € a indugao
de um estado alérgico, que é caracterizado por uma
hipersensibilidade do tipo imediata ou anafilatica a um
antigeno conhecido. Isto pode ser obtido através da
sensibilizagado a ovalbumina, normalmente associada
ao hidroxido de aluminio, que resulta em imunidade
mediada por células e formagéo de anticorpos (prin-
cipalmente a IgE), dependente de células T (no caso,
células TH,). Apos 14 dias da sensibilizagéo, a resposta
inflamatdria alérgica pode ser observada nos animais
apods a provocacgao intranasal ou intratraqueal com o
alérgen016’17’28’42’44.

Resposta inflamatéria pulmonar produzida
por enterotoxinas estafilocécicas

Em coelhos, a administracao sistémica de
SEB produz inflamagao pulmonar caracterizada
por infiltracdo de leucécitos, danos no endotélio e
aumento de permeabilidade vascula®. Além disto,
uma resposta inflamatéria pulmonar caracterizada por
influxo de linfécitos, eosindfilos e neutréfilos também
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foi observada apds a administragcdo intranasal de SEB
em camundongos?®®. Resultados recentes em nosso
laboratério mostraram que a administracdo intratra-
queal de SEA em ratos induz resposta inflamatéria
pulmonar caracterizada por influxo predominante de
neutrdfilos, cuja resposta maxima é observada 4 h
apos a administracdo de SEA'. Baseados no fato
de que tanto a SEA como a SEB foram incapazes de
induzir quimiotaxia ou adesao de neutrofilos in vitro,
passamos entao a investigar, através da utilizagao de
antagonistas e inibidores farmacoldgicos, quais se-
riam os possiveis mediadores envolvidos na resposta
inflamatdria pulmonar induzida por estas SEs. Estes
resultados revelaram que tanto a SEA como a SEB
induzem uma resposta inflamatdria dependente de
mediadores como metabdlicos da ciclooxigenase-2,
da lipoxigenase e do NO. Estes resultados foram
confirmados pelo aumento de expressdo de RNAm
para COX-2 e para iNOS observado em tecido pul-
monar de ratos estimulados com SEA, e pelo efeito
do pré-tratamento dos animais com antagonistas
especificos para COX-2 e iINOS no caso da SEB, além
dos niveis aumentados de PGE, e LTB, no lavado
broncoalveolar de animais expostos a SEA ou SEB'3.
Além destes mediadores,os niveis de citocinas como
TNF-a, IL-6 e IL-10 também se encontram aumen-
tados no lavado broncoalveolar de ratos submetidos
a exposicao aérea com SEA ou SEB.

OBJETIVOS GERAIS

O principal objetivo deste trabalho € investigar
uma possivel exacerbagéo da resposta inflamatoria
pulmonar alérgica em ratos pré-expostos a SEB,
procurando investigar os principais mediadores e/ou
citocinas envolvidas no influxo celular para o lavado
broncoalveolar destes animais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo desta etapa do trabalho foi investigar
o efeito de varias doses de SEB em induzir exacer-
bacéo da resposta inflamatdria alérgica induzida por
Ovalbumina.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, pesando 200-250 g, provenientes do Centro
de Bioterismo da UNICAMP. Os animais foram man-
tidos a 24°C, com iluminagao diaria de 12 h e com
agua e alimentacgao ad libitum.
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Sensibilizacédo dos animais com ovalbumina
(OVA)

Os animais foram sensibilizados através da
injecdo subcutanea no dorso (0.15 ml) de uma
solugéo contendo 200 pg de ovalbumina (OVA-
grau lll, Sigma) adsorvida em 8 mg de hidréxido
de aluminio, preparada em solucao fisioldgica.
Estes animais foram utilizados para os protocolos
experimentais quatorze dias apds a sensibilizagao
com OVA.

Pré-exposicédo de animais sensibilizados ao
LPS ou SEB

Quatorze dias apds a sensibilizacao, os
animais foram divididos em 2 grupos (contendo 10
animais em cada grupo) que foram anestesiados
pela via inalatéria com halotano e submetidos a
instilacéo intranasal com os seguintes estimulos: 1)
Grupo 1: 0,2 ml de solucgao fisioldgica tamponada
estéril (PBS); 2) Grupo 2: 0,2 ml de solugdo de LPS
ou SEB em diferentes doses. O desafio antigénico
com OVA foi realizado 4h apos a pré-exposicao dos
animais com PBS, LPS ou SEB. Para isto, os animais
(divididos em 4 grupos contendo 5 animais em cada)
foram novamente anestesiados pela via inalatéria
com halotano e receberam uma nova instilacdao
intranasal com os seguintes estimulos: 1) Grupo 1:
0,2 ml de solugao de PBS (grupo previamente exposto
ao PBS); 2) Grupo 2: 0,2 ml de solugdo de OVA na
concentragao de 5mg/ml (grupo previamente exposto
ao PBS); 3) Grupo 3: 0,2 ml de solugéao de PBS (grupo
previamente exposto ao LPS ou SEB); 4) Grupo 4:
0,2 ml de solugao de OVA na concentragdo de 5mg/ml
(grupo previamente exposto a LPS ou SEB). O lavado
broncoalveolar destes animais foi obtido 12 e 24 h
apos a segunda instilagao intranasal dos estimulos.

Obtencgéao do lavado broncoalveolar (BAL)

Os lavados broncoalveolares (BAL) foram
obtidos 24 h apds a segunda administracdo dos
estimulos. Para isto, os animais foram sacrificados
e a regiao do pescoco aberta para canulagdo da
traquéia com auxilio de um tubo de polietileno
(1 mm de didmetro). O BAL foi realizado com 25
ml de tampao PBS contendo 20 Ul/ml de heparina
e enriquecido com albumina bovina (0,03%),
a temperatura ambiente. O PBS foi injetado e
cuidadosamente aspirado em 4 aliquotas, sendo a
primeira de 10 ml e as demais de 5 ml. O material
recolhido foi centrifugado a 1000g, por 10 minutos
a 20°C, e o residuo celular ressuspenso em PBS. A
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contagem do numero total de leucdcitos foi realizada
em camara de Neubauer e a contagem diferencial
de leucdcitos realizada em laminas confeccionadas
em citocentrifuga e coradas a seguir com corante
May-Grinwalds. A leitura das laminas foi realizada
em microscopio optico com aumento de 1000 vezes
(objetiva de imersao em 6leo). Em cada lamina, foram
contadas 200 células, diferenciando 4 tipos celulares:
neutrdfilos, eosindfilos, mononucleares e mastdcitos.
O numero de cada tipo celular foi calculado a partir
da porcentagem encontrada, em rela¢gdo ao numero
total de células. Os resultados das contagens total
e diferencial dos leucdcitos foram expressos como
numero de célula por ml de lavado broncoalveolar.

Analise estatistica

Os resultados obtidos serao expressos como
média * erro padrao das médias (E.P.M.). Diferencas
estatisticas serdo determinadas por andlise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni
para comparagdes multiplas. Valores de p < 0,05
serdo considerados significativos.

RESULTADOS

Os dados apresentados na Tabela 1 mostram
que tanto a SEB quanto a OVA induzem, 12h apés,
um significativo influxo neutrofilico para o BAL em
comparagao aos resultados obtidos em animais
que receberam apenas PBS como estimulo (Grupo
Controle). Estes resultados revelam ainda que em
animais que receberam SEB e 4 h apos OVA, a
migracao de neutrdfilos foi significativamente maior
do que aquela observada em animais que receberam
apenas SEB ou apenas OVA como estimulo
intranasal. Neste estudo realizamos varios protocolos
experimentais onde utilizamos diferentes doses de
SEB. Conforme pode ser observado na Tabela 1, a
dose de SEB mais eficaz em induzir exacerbagao
da migracao de neutrdfilos provocada pela OVA foi
a dose de 0,3 pg.

Os dados ilustrados na Tabela 2 mostram que
os niveis de TNF-o sdo significativamente maiores
em animais submetidos ao protocolo de inflamagéo
alérgica por OVA, que foram previamente expostos
a administracao intranasal de LPS. No entanto os
niveis de TNF-a ndo foram significativamente maiores
no BAL de animais previamente expostos ao SEB do
gue aqueles expostos a PBS. Além disto, em animais
previamente expostos a SEB encontramos niveis
elevados de IL-10.



Tabela 1. Efeito da pré-exposicao das vias aéreas com
SEB sobre a exacerbacao do influxo de neutrdfilos para o
lavado broncoalveolar de ratos submetidos a inflamagao
alérgica por OVA

Tratamento Neutréfilos/ml (x 10°)
PBS — 4 h apés —PBS 0,05 + 0,01

PBS — 4 h apés -OVA 0,42 + 0,16
SEB (0,1 pg) — 4 h apés —PBS 0,18 + 0,04
SEB (0,1 pg) — 4 h apés —OVA 3,55 + 0,52*
SEB (0,3 pg) — 4 h apés —PBS 0,56 + 0,12

SEB (0,3 pg) — 4 h apés —OVA 4,78 + 1,23*
SEB (1 pg) — 4 h ap6s —PBS 0,28 + 0,05

SEB (1 pg) — 4 h ap6és —OVA 1,85 + 0,52*

*p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu PBS e SEB.

O lavado broncoalveolar foi obtido 12 h apés a
administracao intranasal de PBS e OVA, conforme o
esquema descrito no item Materiais e Métodos. Os
resultados estdo expressos como média + EPM de
5-6 animais.
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Tabela 2. Efeito da pré-exposicao das vias aéreas com
SEB ou com LPS sobre os niveis de TNF-a ou de IL-10 no
lavado broncoalveolar de ratos submetidos a inflamagao
alérgica por OVA

Tratamento TNF -A IL-10
(PG/ML) (PG/ml)
PBS — 4 h ap6s —-PBS 423+05 24,01 0,6

PBS — 4 h ap6s —-OVA 41,55+12,5 34,5+5,1

SEB (1 pg) —4 h apés -PBS 39,39 + 7,68 nd
SEB (1 pg) —4 h apés -OVA 33,65+ 16,1 65,6 +7,6
LPS (1 pyg) —4 h apés -PBS 10,96 + 0,64 nd
LPS (1 pg) —4 h apés —-OVA 40,77 + 18,8 nd

*p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu PBS e SEB.

O lavado broncoalveolar foi obtido 12 h apds
a administracédo intranasal de PBS e OVA, conforme
0 esquema descrito no item Materiais e Métodos. O
lavado broncoalveolar foi submetido a dosagem das
citocinas acima por kits de Elisa de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os resultados estao expressos
como média + EPM de 5-6 animais.

» [ 1PBS+PBS
EEEPBS + OVA
= LPS 1 g + PBS
Bl 1PS1ug -+ OVA

Neutréfilos/BAL (x10 %)
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Figura 1. Efeito da pré-exposicado das vias aéreas com LPS (1 pg) sobre a exacerbagéo do influxo neutrdfilos para o
lavado broncoalveolar de ratos submetidos a inflamacao alérgica por OVA. O lavado broncoalveolar foi obtido 24 h apds a
administracdo intranasal de PBS e OVA, conforme o esquema descrito no item Materiais e Métodos. Os resultados estao
expressos como média £ EPM de 5-6 animais. *p < 0,05 comparado com o grupo que recebeu PBS e LPS.

DISCUSSAO

Ainflamacao aguda pulmonar é um importante
componente de doencas alérgicas das vias
respiratérias, tais como asma broénquica associada
com edema, infiltracdo de leucécitos (eosindfilos,
principalmente) e liberacdo de varios mediadores
inflamatorios. Além disto, varios estudos tém
demonstrado uma correlagao entre o desenvolvimento
de asma brénquica nao alérgica, sem a presenca de
eosinofilos, e infecgdes bacterianas'. Resultados
recentes em nosso laboratério tém demonstrado que
tanto a SEA como a SEB sao capazes de induzir
uma resposta inflamatéria pulmonar em ratos,

caracterizada por influxo predominante de neutrdfilos.
O influxo neutrofilico para o lavado broncoalveolar de
ratos foi maximo 4 h apds a administragéo de ambas
as toxinas, e foi acompanhado por aumento destas
células no sangue circulante e por um aumento
de neutrdfilos imaturos na medula dssea destes
animais 16 h apds o estimulo com SEs. O influxo
predominante de neutrofilos para o BAL produzido
tanto pela SEA como pela SEB nos levou a sugerir
que estas toxinas induzem uma asma brénquica nao
alérgica, sem a presenca de eosinofilos.

Nossos resultados tém demonstrado que a
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administracao intranasal prévia de SEB aumenta o
influxo neutrofilico provocado pela OVA 12 h apés.
Estes resultados estdo de acordo com dados da litera-
tura que revelam a existéncia de uma forte correlagéo
entre a infecgao das vias aéreas por Staphylococcus
aureus e consequente secrecdo de enterotoxinas e
a exacerbacao de doencas do trato respiratorio tais
como a asma broénquica’24.

Com o intuito de investigar se este fenbmeno
€ comum a todo e qualquer produto bacteriano, rea-
lizamos, nesta etapa do trabalho, alguns protocolos
experimentais onde o LPS, um lipopolissacarideo
bacteriano, foi utilizado como estimulo prévio a inje-
¢éo intranasal de OVA, ao invés de SEB.

Nossos resultados demonstraram que somente
a dose de 1 ug de LPS foi capaz de promover um
aumento no nimero de neutrdfilos no BAL de animais
estimulados com OVA. Embora estes resultados te-
nham sido estatisticamente significativos, € importan-
te ressaltar que o aumento de neutrdfilos, observado
no grupo de animais que foi previamente exposto a
dose de 1 ug de LPS e a seguir recebeu OVA, pode
representar uma soma do influxo de neutrdfilos pro-
vocado pela OVA ou pelo LPS isoladamente e nao
necessariamente uma potencializacdo do efeito da
OVA, conforme o que foi observado para a SEB.

Pacientes portadores de asma alérgica apre-
sentam numero elevado de eosindfilos no sangue € no
lavado broncoalveolar (BAL)*, e infiltrado inflamatdrio
pulmonar rico em células ativadas, como mastdcitos,
mondacitos, linfocitos e, principalmente, eosindfilos®.
A importancia dos eosindfilos na asma tem sido en-
fatizada pelos achados que correlacionam o grau de
eosinofilia no sangue (e BAL) com o grau de hiperre-
atividade brénquica e severidade da doenga?*4¢. Eosi-
ndfilos ativados liberam substancias citotdxicas, como
radicais de oxigénio e proteinas tdxicas (proteina basica
principal, proteina catidnica do eosindfilo e peroxidase
do eosindfilo), além de produzirem e liberarem varios
mediadores pré-inflamatérios, incluindo citocinas, qui-
miocinas e mediadores lipidicos, que podem intensificar
a resposta inflamatdria?®2243,

Os inumeros achados obtidos de pacientes
asmaticos e de modelos experimentais de asma
demonstram que os eosindfilos desempenham papel
importante nesta patologia. Seu acumulo seletivo e
ativagdo na mucosa bréonquica s&o considerados o
evento central na patogénese da asma®’.

Varios modelos experimentais de asma tém sido
estudados, dentre eles estdo incluidos a cobaia, o cdo
e 0 camundongo?'®¥'41:4244 Entretanto, & importante
saber que apesar de utilizarmos o termo “modelo de
asma”, ndo existe um modelo ideal de asma. Devido
a complexidade da doenca, ela ndo pode ser total-
mente reproduzida em nenhum animal. Na realidade,
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0 que existe sdo modelos de inflamacao alérgica que
reproduzem algumas caracteristicas da doenca“*®. Em
todos estes modelos, o objetivo é induzir nos animais
algumas das manifestacgdes fisiopatoldgicas da asma
humana, tais como: broncoconstricdo com aumento da
resisténcia das vias aéreas, hipersecre¢cdo de muco,
inflamacgao crénica com infiltragcéo de eosindfilos, e
hiperreatividade a agentes broncoconstritores. Para
atingir o objetivo proposto, os animais séo expostos a
varios agentes, entre os quais o modelo de inflamacao
alérgica utilizado neste trabalho, onde os animais séo
previamente sensibilizados com OVA e 14 dias apds
recebem um desafio antigénico com OVA. E neces-
sario esclarecer ainda que, em nossos protocolos
experimentais iniciais, os animais foram submetidos a
uma instilacao, prévia a OVA, com SEB, com o intuito
de verificar se haveria uma exacerbacao da eosinofilia
provocada pela OVA, fator este que diante do exposto
acima é caracteristico de uma asma alérgica. No entan-
to, nossos dados revelaram que a administragao prévia
de SEB foi capaz apenas de promover um aumento
no infiltrado de neutréfilos em animais sensibilizados e
desafiados com OVA, mas nao interferiu com o influxo
de eosindfilos que seria maior indicativo de inflamagéao
pulmonar alérgica. A auséncia de exacerbacdo no
numero de eosindfilos também foi observada nos pro-
tocolos experimentais onde a SEB foi substituida por
LPS. Analisando o conjunto de dados obtidos, poderia-
mos sugerir ainda que, embora tenhamos observado o
mesmo perfil de exacerbagao no numero de neutrofilos
e auséncia de exacerbagao no influxo de eosindfilos
com a dose de 1 ug de LPS, a SEB parece ser mais
potente do que o LPS em induzir tal efeito.

Porém, o mecanismo pelo qual o LPS e a SEB
induzem exacerbacao do influxo de neutrdfilos parece
envolver liberac¢éo de citocinas tais como o TNF-a e IL-
10. No entanto, apenas os grupos que receberam LPS
como estimulo prévio a OVA tiveram niveis significati-
vamente aumentados de TNF-a, 0 que sugere que SEB
e LPS possuem mecanismos de agéo diferentes em
induzir exacerbagéo do influxo de neutrdfilos provocado
pela OVA. QOutra citocina, que tem sido descrita por
suas propriedades antiinflamatdrias, tem seus niveis
aumentados no BAL de animais que foram previamente
tratados com SEB. Estes dados revelam que SEB e
LPS representam produtos bacterianos capazes de
exacerbar o influxo de neutréfilos para o pulmao de
ratos submetidos a inflamacéo alérgica por OVA. Estes
dados contribuem para compreender recentes achados
na literatura mostrando que individuos portadores de
anticorpos para enterotoxinas estafilocécicas sdo mais
susceptiveis a desenvolver asma, e representam novas
perspectivas experimentais para explicar o mecanismo
pelo qual estas toxinas apresentam tais efeitos.
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ABSTRACTS: Introduction: The staphylococci enterotoxin (SEs) are produced and secreted
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a pulmonary inflammation characterized by leukocytes infiltration, endothelium damage and
increase of vascular permeability. Materials and Methods: Rats were submitted to a protocol
that they were sensitized with ovalbumin (OVA) and after 14 days they received a nasal instillation
of PBS or SEB or LPS. After 4 hours the rats received a new nasal instillation of PBS or OVA
and after 24 hours the bronchoalveolar lavage (BAL) were obtained. The total and differential
count was done and the results were submitted to a statistical analysis. Results: The neutrophil
influx was larger in those animals that received SEB and OVA than those animals that received
only SEB or only OVA. In those animals that received LPS, the levels of TNF-a were larger in
animals submitted to the protocol of allergic inflammation caused by OVA. Conclusion: The
pre-administration of SEB or LPS promoted a neutrophil influx, but not an eosinophil influx.
SEB and LPS seems to act of different mechanism in the neutrophil influx.
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