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aderidas foi retirado e foi entdo adicianado meio
tagle sem soro. Em seguida as células foram in-
cubadas a 37¢C por 1 hora e posteriormente fixa-
das com PF 4% eﬁi PBS;

c) T, - foi realizado o mesmo procedimento do T,
porém, o tempo de incubagio das células em
meio Eagle sem soro foi de 4 horas e fixadas.

Apss aincubacio nostlempes T, T e T, as célu-
las foram fixadas por 30 minutos a temperatura am-
hiente, e foi realizada a imunomarcagao para loca-
lizacao da fibroncctina onde as células foram incu-
badas com anticorpo monoclonal anti-fibronectina
humana, obtida em camundongo (SIGMA) na dilui-
¢ao 1:100 em PBS pH 7,2 durante 1h ¢, posteriormen-
te, revelada através de métodos imunocitogquimicos
de imunoperoxirlase e imunofiuorescéncia.

Para contagem das células imunomarcadas com
FN através do método da peroxidase, foram analisa-
das 3 lamfnulas de cada tempo de incubaggo (T, T,
e T,). Em cada laminula foram observados 20 cam-
pes, com aproximadamente 50 células, carridas em
horizantal, e foram relacionados os dados comao ng-
mero de células isoladas e agrupadas e nimero de
arupos celulares que apresentavam marcagdc para
FM na regido de contato. Aplicou-se a teste x* para
comparar a significancia destas ocoméncias nos dile-
rentes tempas de plagueamento.

b) Laminina

Para a verificagdo de laminina na superficie das
macrifagos alveolares, foi realizada imunomarcagao
com anticorpo anti-laminina. Células do LBA foram
plagueadas em laminulas de vidro par 30 minutos a
37%C, o sobrenadante foi descartado, as células
aderidas foram fixaclas e em seguida processadas
para imunofluorescéncia. As células taram incubadas

com anticorpo monoclonal anti-laminina humana
(DAKO) na diluicda 1:100,

Imunofluorescéncia

A células plagueadas por 30 minutos foram fi-
xadas em paraformaldeido a 4% em PBS pH 7,2, ¢

parte foi incubada com anticorpe monoclonal anti-
laminina humana [DAKO) na diluicdo 1:100 em
PBS pH 7,2 por 1 hora, e a outra parte foi incuba-
da com anticorpo monoclonal anti-fibronectina
humana, obtido-em camundongo (SIGMA), na di-
luicEo 1:100 em PBS pH 7,2 durante 1h. Posterior-
mente todas as daminulas foram incubadas cam
anticorpo secundario anti-IgG de camundongo
conjugado com FITC (SIGMA), na dilui¢ia 1:80 em
PBS pH 7,2 por 1 hara, posteriormente lavado e
montacdo.

Imunoperoxidase

Apods a incubacgdo nos tempos T, T, e T, as Cé-
lulas aderidas as laminulas foram fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS pH 7,2 por 30 minu-
tos a temperatura ambiente. As células foram incu-
badas com anticorpo monoclonal anti-fibronectina
humana, obtido ¢cm camundonga (SIGMA), na di-
luicdo 1:100 em PBS pH 7,2 durante 1h, posterior-
mente incubadas com anticorpe secundario
biotinilado (SIGMA)} na diluicio 1:80 e, em segui-
da, incubada com Streptavidina conjugada com
peroxidase {SIGMA) na diluicdo 1:80 e revelada
com AEC (DAKO). Nio foi realizada
imunomarcagio peloc método da peroxidase para
LN, uma vez que ndo heuve marcagio para esta
proteina na imunofluorescéncia.

Resultados

Lavado Broncoalveolar

A contagem diferencial das células do LBA dos 5
pacientes estd exposta na tabela 1.

Padrio da imunocitoguimica e imunofluorescéncia

Macréfagos alveolares ablidos do LEA apresen-
taram uma marcagdo pericelular para fibronectina
enguanto os linfécitos ndo demonstraram tal mar-
cacdo. Nos métodos de imunoperoxidase e imuno-
fluorescéncia foram observadas marcagdes inten-
sas para fibronectina na regido de contato entre as
células (Figuras 1a-c, 2a-b). A imunofluorescéncia

Tabela 1: Contagem diferencial das células do LBA

Paciente Total de Células X106

1 2,3 57%
2 1,8 47%
3 1.8 67%
s 21 54%
o 1,9 56%

Macrafagos alveolares

Linfocitos Neutrdfilos  Easindfilos
41% < 1% <1%
51% <1% 1%
32% - -

41 % 3% -
<1 %

41% <1%
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para laminina nio demonstrou marcagio nos
macrofagos alveolares ativados.

Relacdo entre células isoladas e agrupadas que
apresenfaram marcagdo para £

Os resultados mostraram que, em méedia, 60%
das células plaqueadas por 30 minutos apresenta-
ram-se de forma isolada, e 40% agrupadas. No
entanto, apds 1 ¢ 4 horas do plaqueamento, a
média de células isoladas (90%} ¢ agrupadas (10%)
nao mostrou alteragdes significativas (p>0,05) (Ta-
bela 2l. Através do teste x® observamos que as
médias cobtidas em T, eram significativamente di-
farentes dos Tempos T. e T,, onde p<0,05. Entre os
grupos de céluias observados em 30 minutos de
plagueamento, pudemos observar grupos com
muitas células (Figura 1a); ja nos tempos de 1 e 4
haras de plaquemento, a observacdo de grupos com
um grande nlimero de células tornava-se dificil e,
ern média, eram observados grupos de 2 a 3 célu-
las {Figura 1b-c).
Relacao entre os grupos celulares que apresenta-
vam ou nio marcacao para fibronectina na regido
de adesao

Em alguns grupos de células pudemaos observar
a presenca de uma forte marcacgdo para FN na re-
gido de contato entre as células. Estes grupos po-
diam se apresentar constituides por um Gnico tipo
celular (apenas macréfagos) (Figura 1a-c), ou ain-
da apresentar outros tipos celulares (linfocitos
interagindo com macrdfagos! (Figura 3a-b). A par-
tir desta observacio, determinamaos a relacio dos
grupos corm uu sem FN na regido de adesdo. Os
resuitados mostraram gue, cm média, 15% das
células agrupadas apresentavam FN na regiic de
adesdo, independentemcnte do  tempo de
plagueamento, ou seja, essas médias ndo apresen-
taram diferengas significativas (p>0,05) (Tabzala 3).

Relacde entre os linfécitos e FN

Os linfécitos obtidos da LBA ndo apresentaram
marcacada para FN. Mo entanto, algumas vezes, guan-
do em contato com macrifagos, estes linfécitas apre-
sentaram uma intensa marcacio na regiio de contato
entre estas duas células (Figura 3b}.

Disciiss3o

Ja estda bem estabelecido gque mondcitos e
macrofagos aderem a células (linfocitos, células
endoteliais e outros tipos celulares} ¢ a componen-
tes da matriz extracelular {fibranectitia e laminina),
através de estruturas adesivas especificas da super-
ficic celular (13). Estudos sobre os efeitos de pro-
tefnas da matriz extracelular em macréfagos de-

monstram que a FN, LN, colageno tipo [ e tipa IV
afetam profundamente o desenvolvimento e a fun-
cionalidade dos macréfagos (14).

A FN foi encontrada em niveis elevados no flui-
do do LBA de pacientes com sarcoidose (12), Para
a verificacdo do papel da FN entre as células do
LBA foram rcalizados métedos imunocitoquimicas
para localizar esta glicoproteina adesiva. Mossos
resultados  demonstraram  uma  marcagio
pericelular para FN nas macrofagos alveolares. )&
foi demonstrado que macrifagoes derivados de
mondcitos em cultura sintetizam e secretam FN
mas ndo depositam urna matriz pericelular (15). Em
nossos estudos também observamos quc linfécitos
ndp apresentam marcagio pericelular para FN,
porém, quando em contato com macrofagos alve-
olares, podem exibir uma marcagdo na regido de
aclesdo. Existem evidéncias de que linfocitos produ-
zam FN ou moléculas FN-like (16, 17), mas a habi-
lidade da sintese estaria relacionada com o estado de
ativacio destas células {18). Linfacitos CD4+ podem
fazer ligacdes estaveis com o complexo MHC e,
através da ligacdo com receptores de células T (TCR),
podem exibir auto-regulagdo a adesio por integrinas
ligantes de FN e ICAM-1. Foi demonstrado que a
adesdo das células T pela FN e ICAM-1 aumenta
fortemente a liberacdo de citocinas e proliferagio
das células T {19).

Em nossos resultados também pudemas observar
que macrdfagos alveolares sio capazes de formar
grupus entre si ou com linfocitos, e que muitas vezes
esta associagde era mediada pela FN. Um evento
semelhante foi demonstrado entre células dendriticas
e células T, em cultura. Tais células demonstravam
uma agregacdo tipica e esta associagdo fisica era
relacionada a um mecanismo antigeno-independente
o qual facilitaria a reconhecimento de moléculas HLA
e peptideos antigénicos por receptores da célula T
(20, 21),

Qutro resultado que parece ser relevante é a
manutencdo da porcentagem de células agripadas
quc apresentavam marcagio para FN na regido de
adesdo. Estes grupos se mantiveram constantes nos
tempos de 30 minutos, 1 hora & 4 horas de
nlaqueamento., Desse modo, pode-sc concluir que a
FIN possui um importante paped na manutencio da
interacao celular, Se isso € verdade, & possivel que
os grupos de células que se formaram na auséncia de
FN'na regido de adesio, logo sé desfizefram, aumen-
tando assim ¢ ndmero de células isaladas encontra-
das nos tempos de 1 & 4 horas ap6s o plagueamento.
Sabe-se que a apresentacdo de antigenos é um evento
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Figura 1a Figura 1b Figura 1c

Figuras 1a (2.150 X), 1b (2.150 X) e Tc (2.150 X) - Macré6fagos alveolares marcados através de métodos de
imunoperoxidase apresentam uma marcagao pericelular para FN. Esta imunomarcagdo apresentou-se bastante intensa na
regido de contato entre os macréfagos alveolares.

Figura 2a Figura 2b

Figuras 2a (860 X) e 2b (860 X) - Através do método de imunofluorescéncia também é observada uma forte marcagao para
FN na regido de adesdo entre grupos de macréfagos alveolares.

4

e o
- Sh
Figura 3a Figura 3b

Figuras 3a (2.150 X) e 3b (2.150 X) - Interagdo entre macréfagos alveolares e linf6citos T. Método de imunoperoxidase.
Linfécitos T ndo apresentam marcagdo para FN, porém, quando interagem com macréfagos alveolares podem apresentar
uma forte marcagdo para FN na regido de adesdo entre estas células (seta).
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dependente de tempo (22). Porianto, estes resultados
sugerem quc a FN pode estar envolvida no mecanis-
mo que envolve a ativacio de linfécitos T por
macrofapas alveolares através de contato direto, e
também que esta glicoproteina possa contribuir para
um meccanismo de apresentacao de antigenos entre
estas dluas células,

Macrdfagos tém a habilidade de se ligar a
laminina exdgena através de receptores especificos

e a responder a laminina /i vitro. Enguanto a FN
passi um importante papel nha ativagdo dos
macréfagos, a laminina apresenta falhas na ativacio
clestas células, Também ja foi desciiio que a laminina
inibe a adesdo das células da série mononuclear
fagocitica e aumenta a atividade tagocitica dos
macrofagos (2). Apesar da prasenca de receptores
para laminina em macrdfagos, nossos resultados nao
a demonstraram em macréofagos alveolares ativados
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humanos. Esta glicoproteina nao participa nos proces-
sas (e interagfio contre macrdfagos alveolares e
linfécitos T de pacientes com sarcoidose pulmonar
ativa. Assim, concluimos que a fibronectina partici-
pa na interaco de macréfagos alveolares ¢ linfécitos
T, servindo como uma molécula acessana na apre-
sentacao de antigenos.
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