UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

ESTUDO DO MECANISMO E MEDIADORES QUiMICOS
ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA DAS LECTINAS
DE SEMENTES DE Vatairea macrocarpa e Dioclea violacea

NYLANE MARIA NUNES DE ALENCAR

Tese apresentada ao Curso de Péos-graduagdo em Bioquimica do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara como

pré-requisito para obtengfo do titulo de Doutora em Bioquimica

Orientador: Prof. Dr. BENILDO SOUSA CAVADA
Co-orientador: Prof. Dr. RONALDO DE ALBUQUERQUE RIBEIRO

Fortaleza
2001



Alencar, Nylane Maria Nunes

Estudo do Mecanismo e Mediadores Quimicos Envolvidos
na Atividade Pré-inflamatoria das Lectinas de Sementes de
Vatairea macrocarpa e Dioclea violacea
Nylane Maria Nunes de Alencar — Fortaleza, 2001
137f: il
Orientador: Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada
Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Ceara.
Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular.
1. Inflamagdo. 2. Lectinas Vegetais. 3. Vatairea macrocarpa
4. Dioclea violacea. 5. Migracdo de Neutrofilos.




ESTUDO DO MECANISMO E MEDIADORES QUIMICOS
ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA DAS LECTINAS
DE SEMENTES DE Vatairea macrocarpa e Dioclea violacea

NYLANE MARIA NUNES DE ALENCAR

Tese aprovada
22 de fevereiro de 2001

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada
(Orientador)

(Co-orientador)

Prof. Dyﬁonaldo deAlbuquerque Ribeire”

Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes
Prof. Dr. David Neil Criddle

Dr. Marcio Viana Ramos



“Determinagéo, coragem e autoconfianga so fatores decisivos
para o sucesso. N&o importa quais sefam os obstaculos e as
dificuldades. Se estamos possuidos de uma inabaléavel
determinacéo, conseguiremos supera-los. Independente das
circunstéancias devemos ser sempre humildes, recatados e
despidos de orguiho. “

Dalai-Lama



Dedicc este trabalho

A meu esposo Marcionilio

A minhas filhas Camila e Raquel

Aos meus pais

A memobria de minha avo Maria Nunes



Agradecimentos

Ao meu orientador Professor Benildo Sousa Cavada, pela sua inestimavel

contribuic&o na minha formac&o cientifica e pela confianga em mim depositada.

Ao Professor Ronaldo de Albuguerque Ribeiro, por ter me acolhido em sua equipe
para realizacdo deste trabalho e pelas criticas e sugestbes que além de
enriquecerem este estudo, contribuiram para minha formacdo na drea de

inflamacao.

Ao Professor Fernando Cunha, pela gentileza de receber-me em seu laboratério e

pela contribuicdo importante nos experimentos com culturas de células.

As bolsista de iniciacdo cientifica Kelly e Sabrina, pela importante contribuicdo na

realizacdo dos experimentos e pela convivéncia agradavel e amiga.

A todos os colegas que fazem parte do LAFICA (Laboratério da Farmacologia da
Inflamacéo e do cancer) pela cumplicidade do dia-a-dia de um laboratério de
pesquisa. De maneira especial a Viima pela ajuda na analise histopatolégica

Ao Professor Odorico, pela maneira atenciosa de tratar os alunos da pds-graduacéo.

Ao grande cientista Carlos Alberto Flores, que apesar de ter partido para um lugar ao
céu, foi o pioneiro do projeto lectina-inflamacdo desenvolvido entre o LAFICA e o
BioMoLab (UFC).

A Ana Maria que além de amiga foi uma grande companheira em muitas etapas
deste projeto, pelas suas idéias, postura cientifica e o seu incansavel bom humor.

Aos colegas do BioMolLab (Laboratério de moléculas biologicamente ativas),
principalmente os responsaveis pela tarefa ardua de isolar e purificar as lectinas

usadas nesta pesquisa.



A Professora llka, pela atencdo e pela qualidade de seu trabalho como

Coordenadora da Pés-graduacido em Bioquimica.

A Vanda, técnica do LAFICA , pela forma dedicada e responsavel de realizar seu

trabalho.

A Artemizia, pela atencdo as solicitagdes de animais ao Biotério do Departamento de

Fisiologia e Farmacologia (UFC)

Aos funciondrios dos Departamentos de Bioquimica e Biologia Molecular e de

Fisiologia e Farmacologia (UFC).
Aos estudantes e funcionarios do Laboratério de inflamacgao e dor — USP- Ribeirdo
Preto, pela acolhida e sugestdes feitas durante o periodo que estive neste

laboratério.

Aos amigos e companheiros Goretti e Célio, pelo apoio e incentivo e por terem

assumido minhas atividades na disciplina de Bioquimica.

Aos professores do Departaménto de Bioquimica e Biologia Molecular, que se

mostraram prestativos e atenciosos, sempre que precisei.
Ao Marcio, pela ajuda e oportunidades a mim oferecidas.
Ao professor David, pelas correcdes e sugestoes.

A Nédia , pelo carinho e amizade.

Aos meus pais que apesar das dificuldades fizeram da minha educagdo uma

prioridade.

De forma especial, ao meu companheiro Marcionilio, incentivador constante dos
meus projetos, sua ajuda foi fundamental para a concretizacéo deste trabalho



As minhas filhas, Camila e Raquel, que apesar da pouca idade aprenderam a

convier e aceitar a minha auséncia.

A minha irma Noélia, pela presenc¢a nos momento mais dificeis.

A FUNCAP, pelo apoio financeiro.

E a todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.

Meu muito obrigado!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS E TABELA

LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO
ABSTRACT
I. INTRODUGAO 1
1. Lectinas 1
1.1. Definicdo e Classificacéo 1
1.2. Interacao lectina carboidrato e elicitacéo de atividades biolégicas 2
1.3. Lectinas Animais 6
1.4. Lectinas Vegetais F i
1.4.1 Lectinas de Leguminosas 8
1.4.1.1 Lectina de sementes de Vatairea macrocarpa 10
1.4.1.2. Lectina de sementes de Dioclea violacea 11
1.5. Lectinas como ferramentas no estudo da inflamacéao 12
2. A resposta inflamatéria 13
2.1 Eventos celulares da resposta inflamatéria 14
2.2. Papel das moléculas de adeséo 15
2.3. Células inflamatérias: estrutura e fungao 18
2.3.1. Neutréfilos 19
2.3.2. Mastocitos, basofilos e eosindfilos 20
2.3.3. Macroéfagos 21
2.4. Mediadores quimicos envolvidos no recrutamento de células inflamatérias 23
2.4.1. Citocinas 26
2.4.1.1. Citocinas pré-inflamatérias 27
a) IL-1 27
b) Fator de necrose tumoral (TNF-a) 28
¢) Quimiocinas 30

3. Justificativas e Objetivos 33



Il. MATERIAL E METODOS 35

1. Animais 35
2. Lectinas 35
3. Materiais utilizados 35
3.1. Drogas e reagentes 35
4. Modelos experimentais 39
4.1. Avaliacao da atividade pro-inflamatéria das lectinas 39
4.1.1. Modelo de peritonite 39

4.1.2. Curva dose-resposta da atividade pro-inflamatéria das lectinas de 40

Dioclea violacea e Vatairea macrocarpa

4.1.3. Quimiotaxia de neutrofilos in vitro 40
4.1.4. Bolsa de ar subcutanea 41
4.2. Mudangas na populagéo de células residentes da cavidade peritoneal 41
4.2.1. Lavagem da cavidade peritoneal: deplec@o de células residentes 42

4.2.2. Pré-tratamento com tioglicolato: incremento da populagdo de 42
macrofagos na cavidade peritoneal

4.2.3. Pré-tratamento com o composto 48/80: deplecdo de mastdcitos 43
peritoneais
4.3. Modulagdo farmacoldgica da migragdo de neutrdfilos para a cavidade 44

peritoneal induzida por DvL ou Vmac

4 4. Cultura de células 44
4.4.1. Macréfagos peritoneais 44
4.4 2. Cultura de mastocitos 47
4.4 3. Cultura de células esplénicas totais 47
4.4 4, Cultura de células esplénicas aderentes e nao aderentes 48

4.5. Investigacdo de atividade quimiotatica no sobrenadante da cultura de 51
macréfagos peritoneais estimulados in vitro com DvL ou Vmac
4.5.1. Curva dose resposta 51
4.5.2. Curso temporal 51
4.6. Investigacdo da atividade quimiotatica no sobrenadante obtido de cultura 52
de mastoécitos estimulados com DvL ou Vmac
4.7. Investigac@o de atividade quimiotatica no sobrenadante de células de bago 52

totais estimuladas com DvL




4.8. Investigacdo de atividade no sobrenadante de células de bago aderidas e
n&o aderidas estimuladas com DvL
4 9. Modulagao farmacolégica dos sobrenadantes das culturas de células que
apresentaram atividade quimiotéatica, quando estimuladas com as lectinas

4.9.1. Modulagéo farmacoldgica in vivo do sobrenadante de macréfagos
estimulados com Vmac

4.9.2. Modulagdo farmacoldgica in vitro do sobrenadante de macréfagos
estimulados com Vmac

4.9.3. Modulagdo farmacoldgica in vivo da atividade quimiotatica do
sobrenadante de células esplénicas totais estimuladas com DvL
- 494, Modulagdo farmacoldgica in vitro da atividade quimiotatica do
sobrenadante de células esplénicas totais estimuladas com DvL
4.10. Efeito do anticorpo anti-TNF-a e anti-IL-8 sobre os sobrenadantes
obtidos das culturas estimuladas com Vmac ou DvL
4.11. Efeito do tratamento in vivo com anticorpos anti-IL-1 e anti- TNF-o. sobre
a migracao de neutrofilos induzida por DvL ou Vmac
4.12. Investigacdo do envolvimento do dominio lectinico na atividade pro-
inflamatéria da DvL ou Vmac
4.13. Efeito da desnaturacéo térmica das lectinas sobre a migracdo de
neutrdéfilos induzida por DvL ou Vmac
4.14. Efeito da desmetalizacao na atividade pré-inflamatdria da DvL
4.15. Avaliagdo da atividade pré-inflamatéria da DvL e Vmac no modelo de
edema de pata
4 16. Investigacdo do envolvimento de leucdcitos no edema de pata induzido
pela DvL ou Vmac

4.16.1. Interferéncia da leucopenia na indugdo de edema de pata pelas
DvL ou Vmac

4.16.2. Anélises histopatolégica do edema de pata induzido por DvL ou
Vmac
4.17. Anélise Estatistica

52

53

53

54

55

55

56

57

57

57
58

58

59

59

59




lll. RESULTADOS
1. As lectinas de DvL e Vmac induzem migracéo de neutroéfilos para a cavidade
peritoneal de forma dose- e tempo dependente
3. Efeito das mudancas na populagéo de células peritoneais na atividade pro-
inflamatéria da DvL e Vmac

3.1. A migracao de neutrdfilos induzida por DvL ou Vmac € inibida quando
se reduz a populagao de células residentes

3.2. A migracdo de neutrofilos da Vmac, mas ndo da DvL foi potenciada
pelo aumento da populacédo de macréfagos residentes

3.3. Deplecéo de populagcdo de mastdcitos ndo altera a migragcéo de
neutrofilos induzida pela DvL ou Vmac
4. As lectinas de D.violacea e V.macrocarpa induzem migracdo de neutrofilos
na cavidade de bolsa de ar subcutanea (‘air pouch”)
5. Dexametasona e talidomida, mas ndo MK-886, BN50730 e indometacina
inibem a migracéo de neutréfilos induzida pela DvL ou Vmac no modelo de
peritonite
6. O sobrenadante de cultura de macréfagos estimulados com Vmac, mas néo
com DvL induz migracéo de neutréfilos dose- e tempo-dependente
7. O sobrenadante da cultura de mastécitos estimulados com DvL ou Vmac
n&o apresentam atividade quimiotatica para neutréfilos
8. O sobrenadante de cultura de células esplénicas totais estimuladas com DvL
possui atividade quimiotatica
9. O efeito quimiotatico do sobrenadante de esplénicas totais estimuladas com
DvL é dependente da participacéo de células aderentes e ndo aderentes
10. A atividade quimiotatica presente no sobrenadante de culturas de células
estimuladas com Vmac ou DvL, foi inibida pela dexametasona in vivo
11. A pré-incubacédo das culturas de macréfagos e células esplénicas com
dexametasona inibe a liberacdo de fatores quimiotaticos induzida pela Vmac
ou DvL
12. Substéncias quimiotaticas presentes nos sobrenadantes de culturas
estimuladas com DvL e Vmac possuem pesos moleculares superiores a 5000
daltons
13. Anticorpos anti-TNF-a, mas n&o anti-IL-8, inibem in vivo a migragcédo de

60
60

64

64

65

65

66

72

74

75

Fi:2]

79

83

83

84

88



neutréfilos induzida pela Vmac ou DvL

14. Atividade quimiotdtica dos sobrenadantes de células estimuladas com 88
Vmac e DvL € inibida, in vitro, pelo anticorpo anti-TNF-«.. O anticorpo anti-IL-1
inibe a atividade do sobrenadante de células estimuladas com DvL, mas néo
com Vmac

15. DvL e Vmac induzem efeito edematogénico de forma dose- e tempo 92
dependente

16 Atividade edematogénica da DvL e Vmac é reduzida em animais 94

leucopénicos
17. Edema de pata induzido por DvL e Vmac ocorre com infiltracdo celular 94

18. Os agucares especificos da DvL e Vmac inibem suas atividades pro- 97

inflamatérias

19. A desnaturacéo térmica abole o efeito pré-inflamatério da DvL e Vmac 97
20 A desmetalizag&o da DvL bloqueia seu efeito pré-inflamatério 98
IV. DISCUSSAO 102
V. CONCLUSOES 121

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 123



LISTA DE FIGURAS E TABELA

Figura 1. Etapas da migracdo de neutréfilos

Figura 2. Obtencéo e manuseio da cultura de macréfagos

Figura 3. Isolamento de mastécitos

Figura 4. Cultura de células esplénicas totais

Figura 5. A lectina de sementes de D.violacea induz migragcao de neutrofilos
De forma dose- e tempo dependente

Figura 6. A lectina de sementes de V.macrocarpa induz migracdo de
neutréfilos De forma dose- e tempo dependente

Figura 7. As lectinas de sementes de D.violacea e V.macrocarpa nao
induzem quimiotaxia de neutrofilos in vitro

Figura 8. A migracéo de neutréfilos induzida pelas lectinas de D.violacea e V.
macrocarpa € inibida quando a populagédo de células residentes € reduzida,
pela lavagem da cavidade peritoneal

Figura 9. O aumento da populacdo de macréfagos na cavidade peritoneal
potencia a migracao de neutréfilos induzida pela lectina de V.macrocarpa, mas
n&o aquela induzida pela D.violacea

Figura 10. A deplecdo de mastécitos da cavidade peritoneal ndo altera a
migracao de neutréfilos induzida pelas lectinas de D.violacea e V.macrocarpa
Figura 11. As lectinas de D.violacea e V.macrocarpa induzem migracéo de
neutrofilos no modelo de bolsa de ar subcutanea

Figura 12. Dexametasona e talidomida, mas ndo MK-886 e BN50730, inibem a
migracdo de neutrofilos induzida pelas lectinas de V.macrocarpa e D.violacea
Figura 13. O sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com a
lectina de V.macrocarpa, induz migracdo de neutrofilos de forma dose- e
tempo dependentes

Figura 14. O sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com DvL
n&o induz migracgdo de neutrofilos

Figura 15. O sobrenadante de mastdcitos em cultura estimulados com DvL ou
Vmac néo apresenta atividade quimiotatica para neutréfilos

Figura 16. O sobrenadante de células esplénicas totais estimuladas com a

lectina de D.violacea, induz migracéo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal

17
46
49
50
62
63

67

68

69

70

71

73

76

F i 4

78

81



de ratos, de forma dose- e tempo dependente

Figura 17. O sobrenadante de células aderidas de baco estimuladas com DvL,
induz migracao de neutréfilos com a participacio de células ndo aderidas
Figura 18. O pré-tratamento com dexametasona, mas nao com MK-886 ou
indometacina, inibe a migragao de neutréfilos induzida pelo sobrenadante das
culturas de macrofagos estimuladas com Vmac e células totais de bacgo
estimuladas com DvL

Figura 19. A pré-incubacdo das culturas de macrofagos e células totais de
baco com dexametasona, inibe a liberagéo de fatores quimiotaticos para o
sobrenadante das células estimuladas com Vmac ou DvL.

Figura 20. As substancias quimiotaticas presentes nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos estimulados com Vmac e células esplénicas com DvL
possuem PMs superiores a 5000 Dalton.

Figura 21. O pré-tratamento dos animais com soro anti-TNF-o, mas ndo com o
soro anti-IL-8, inibe a migragdo de neutréfilos induzida por Vmac e DvL in vivo
Figura 22. A pré-incubacdo com soro anti-TNF-o. neutraliza a atividade
quimiotatica para neutréfilos do sobrenadante das culturas de macréfagos
estimulados com Vmac e células de bago com DvL. Anti-IL-1 neutraliza o
sobrenadante da cultura estimuladas com IL-1

Figura 23. O edema de pata induzido pelas lectinas de D.violacea e
V.macrocarpa ocorre de forma dose- e tempo-dependente

Figura 24. Microfotografias representando a infiltragdo celular no edema de
pata induzido pela injeg¢ao s.c. intraplantar de DvL ou Vmac

Figura 25. a-metil-D-manosideo e o-D-galactose inibem respectivamente, o
efeito pré-inflamatdrio da DvL e Vmac

Figura 26. A desnaturacdo térmica abole o efeito pré-inflamatoério das lectinas
de D.violacea e V.macrocarpa

Figura 27 A desmetalizacdo da lectina de D.vio/Jacea com EDTA, bloqueia seu
efeito pré-inflamatorio

Figura 28. Hipétese de mecanismo para o efeito pro-inflamatério de Vmac
Figura 29. Hipdtese de mecanismo para o efeito pré-inflamatério de DvL
Tabela 1. Efeito da leucopenia induzida pelo metrotrexate no edema de pata

Induzido por DvL ou Vmac

82

85

86

87

90

91

93

96

89

100

101

114

115
85




.

ul

BSA
C5a, C3a
CD
ConA
CPH
CSF-1
Da
DMSO
DvL
E.P.M.
ELAM-1
ENA-78

fMLP
Gal
GCSF

GlyCAM
GM-CSF

GMP-140

HBSS

I.p.

ICAM-1, ICAM-2
IFN-y

LISTA DE ABREVIATURAS

alfa

beta

gama

microlitros

Albumina sérica bovina

Terceiro e quinto fator do sistema complemento
Clauster of differentiation

Lectina de Canavalia ensiformis

:Complexo principal de histocompatibilidade

Fator de estimulac&o e crescimento 1

daltons

dimetilsulfoxido

Lectina de Dioclea violacea

Erro padrao da média

Molécula de adesédo de leucdcito e endotélio 1
Peptidio 78 ativador de neutréfilo, derivado de
célula eptelial.
N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina
Galactose

Fator de estimulacdo de crescimento de
granuldcitos

Molécula de adeséo glicosilada

Fator de estimulagdo de crescimento de
granuldécitos e mondcitos

Proteina de membrana com peso molecular de 140
kD

Meio de cultura

intraperitoneal

Moléculas de adeso intercelular-1 e 2

Interferon gama




IgG, IgA

IL-1, IL-2, L4, IL-5, IL-6,

IL-8, IL-10
IL-1RI
IL-1RII
IP-10

kDa
LAM-1
LCA
LFA-1
LoLl

LPS

LT

LTB4

MIs
MAdCAM-1
MCP-1

MIP

MNCF

NMR
NAP-2

NO
PAGE-SDS

P150
PAF

PBS
PBMC
PECAM-1
PGD,
PGE>

Imunoglobulina Ge A
Interleucinas-1,2,4,5,6,8 e 10

Receptor de II-1 tipo 1

Receptor de II-1 tipo 2

proteina 10 induzida por Interferon

quilodaltons

Molécula de adeséo de leucdcito-1

Lectina de sementes de Lens culinaris

Fator ativador de linfocitos

Lectina de sementes de Lathyrus ochrus
(isolectina 1)

Lipopolissacarideo de E.coli

Linfotoxinas

Leucotrieno B4

macrofagos

Molécula de ades&o encontradas em mucosas
Proteina quimiotatica para monécitos-1

Proteina inflamatoria de macréfagos

Fator quimiotatico para neutréfilos derivado de
macréfagos

Ressonancia magnética nuclear

Peptidio ativador de neutréfilo-2

Oxido nitrico

Eletroforese em gel de poliacrilamida — Dodecil
sulfato de sédio

Proteina 150

Fator de agregacéo plaquetaria

Solugdo salina tamponada com fosfato

Células mononucleares do sangue periférico
Molécula de ades&o de célula endotelial e plagueta
Prostaglandina D>

Prostaglandina E>




PGF>
PGl

PHA

PSA
PSGL-1
PSL
PSPI/PSPII
RANTES

RIP

RNA
PMPI

s.C.
TNFa e B
V.0.
VCAM-1
Vmac
WGA

Prostaglandina F»

Prostaglandina I»

Lectina de sementes de Phaseolus vuigaris
Lectina de sementes de Pisum sativum
Glicoproteina ligante de selectina P

Ligante de selectina P

Foram dimérica da proteina de sémen de porco
Regulacdo através da ativacdo normal de célula T
(quimiocina)

Proteina inativadora de ribossomos

Acido ribonucléico

Meio de Cultura

subucutaneo

Fator de necrose tumoral alfa e beta

Via oral

Molécula de adeséo vascular

Lectina de sementes de Vatairea macrocarpa
Lectina de germe de trigo



RESUMO

Estudo do mecanismo e mediadores quimicos envolvidos na atividade proé-
inflamatoria das lectinas de sementes de Vatairea macrocarpa e Dioclea
violacea — NYLANE MARIA NUNES DE ALENCAR. Tese apresentada ao Curso de
pos-graduacdo em Bioquimica do Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito para obtencao do titulo de doutor
em Bioquimica. Data da defesa: 22 de fevereiro de 2001. Orientador: Benildo Sousa
Cavada.

As lectinas sdo proteinas que possuem no minimo um sitio de ligagcgo a agucar, por
isso, sd3o capazes de interagir com células e elicitar uma variedade de fenémenos
bioloégicos. Em trabalhos anteriores foi demonstrado que a atividade anti-inflamatéria de
algumas lectinas vegetais parece ocorrer através de um mecanismo competitivo entre as
lectinas e selectinas por receptores glicidicos. Assim, investigou-se o possivel efeito pro-
inflamatorio das lectinas de sementes de Dioclea violacea (DvL; PM 100,2 kDa; ligadora de
glicose-manose) e de Vafairea macrocarpa (Vmac; PM 100 kDa; ligadora de galactose)
sobre a migragao de neutréfilos (MN) [(in vivo e in vitro)] bem como o papel de células
residentes e os mecanismos envolvidos. Os modelos utilizados foram: peritonite, edema de
pata e bolsa de ar subcutanea (in vivo) e quimiotaxia de neutréfilos e cultura de macréfagos
e células esplénicas no estudo in vitro. Foi verificado que as duas lectinas sdo. pro-
inflamatorias em todos os estudos realizados in vivo . A deple¢do de células residentes pela
lavagem da cavidade peritoneal reduziu de forma significativa a MN induzida pelas duas
lectinas. O aumento do numero de macréfagos através do pré-tratamento dos animais com
tioglicolato potenciou a MN induzida por Vmac, mas ndo modificou a da DvL. Por outro lado,
a deplecéo de mastécitos através do pré-tratamento com o composto 48/80 ndo interferiu na
MN de nenhuma das lectinas. Sendo assim sugerido o envolvimento de macréfagos e
descartado o de mastécitos. Na modulacéo farmacolégica feita através do pré-tratamento
dos animais com drogas anti-inflamatérias, observou-se que dexametasona e talidomida,
mas ndo indometacina, MK-886 e BN50730, inibiram a MN induzida pela DvL e Vmac no
modelo de peritonite. As duas lectinas ndo foram habeis em induzir quimiotaxia in vitro,
entretanto, Vmac quando incubada com macréfagos induziu a liberacdo de uma substancia
quimiotatica para neutréfilos com PM >5 kDa e que teve sua atividade inibida por
dexametasona (DEXA) e anticorpo anti-TNF-a, sugerindo o envolvimento desta citocina
neste efeito. Células esplénicas totais em cultura estimulados com DvL liberaram uma
substancia quimiotatica para neutréfilos com PM > 5 kDa. A MN induzida por esta
substancia foi inibida por DEXA e os anticorpos anti-TNF-a e anti-IL-1, apontando uma
possivel participagdo destas duas citocinas na MN induzida por DvL. O edema de pata
induzido por DvL e Vmac foi inibido em animais leucopénicos. A sugestdo do envolvimento
de leucdcitos neste efeito foi corroborada com o histopatolégico das patas que mostrou
infiltrado celular. O o-metiimanosideo e a a-D-galactose inibem a MN induzida,
respectivamente por DvL e Vmac. Desta forma, parece que DvL e Vmac apesar de
induzirem MN por diferentes mecanismos, desencadeiam a resposta inflamatéria através da
interacdo de seus dominios lectinicos com aglcares presentes na membrana de
macréfagos. Para que esta interagdo resulte numa resposta inflamatéria € necessario a
manutencdo da estrutura tercidria das duas lectinas bem como dos sitios de ligacéo a
metais presentes na DvL.



ABSTRACT

The lectins are proteins that possess at least a carbohydrate-binding site. For
this reason, they are capable of interacting with cells and exhibit a variety of
biological activities. In previous studies, it was demonstrated that the
antiinflammatory activity of some plant lectins is probably due to a competitive
blockade of a common leukocyte and/or endothelial selectin carbohydrate ligand.
Thus we have investigated possible pro-inflammatory activity of lectins from seeds of
Dioclea violacea (DvL; MW 100,2 kDa; glucose-mannose-binding) and Vatairea
macrocarpa (Vmac; MW 100 kDa; galactose-binding) upon neutrophil migration
(NM), in vivo and in vitro, as well as the role of resident peritoneal cells and the
underlying mechanisms. The following models were used in vivo: peritonitis, paw
edema and air pouch. Neutrophil chemotactic gradient, cultured macrophages and
splenocytes were used in vifro. It was verified that the two lectins exhibit pro-
inflammatory activity in all the in vivo models. The depletion of resident cells through
the washing of the peritoneal cavity reduced the NM induced by two lectins. The
increase of macrophages by treatment with thioglycollate potentiated the NM by
Vmac but it had not effect on that induced by DvL. On the other hand, the mast cell
depletion by treatment with compound 48/80 had no effect on NM induced by DvL or
Vmca. This suggests macrophage involvement and discards it of mast cells. In the
pharmacological modulation using antiinflammatory drugs, it was observed that
dexamethasone (DEXA) and thalidomide, but not indomethacin, MK-886 and
BN50730, inhibited NM induced by DvL and Vmac in the peritonitis model. The two
lectins did not induce neutrophil chemotaxis in vifro , however, when Vmac was
incubated with macrophages it induced the release of a neutrophil chemotactic
substance (MW > 5 kDa). This substance had its activity inhibited by DEXA and
antibodies against TNF-a, suggesting the involvement of this cytokine in this effect.
Cultured splenocytes with DvL release a neutrophil chemotactic substance (MW > 5
kDa) which was inhibited by DEXA and antibodies against TNF-o and IL-1 |
suggesting a possible participation of these two cytokines in NM induced by DvL. The
paw edema induced by DvL and Vmac was inhibited in leucopenic animals. The
suggestion of leucocyte involvement in this effect is corroborated by the
histopathological analysis of rat paws which showed cell infiltration. Methylmannoside
and D-galactose inhibited the NM induced by DvL and Vmac, respectively. It seems
that although DvL and Vmac induce NM by different mechanisms, the inflammatory
response is mediated by interaction of their lectin domains with sugars on the
macrophage membranes. For this interaction to result in an inflammatory response
the maintenance of the three dimentional structures of the two lectins is necessary
as well as the specific metal-binding sites present in DvL.



| INTRODUCAO

1. Lectinas
1.1 Definicao e Classificacao

As lectinas sao definidas atualmente como proteinas que possuem pelo
menos um sitio de ligagdo ndo catalitico, 0 qual se liga de forma reversivel e
especifica a mono- ou oligossacarideos, sendo este denomidado dominio lectinico
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Apesar de inicialmente terem sido encontradas
em vegetais, hoje muitas das lectinas isoladas e caracterizadas provém, além das
plantas, de animais e microorganismos.

Somente apds a década de 60, a comunidade cientifica manifestou interesse
pelo estudo destas proteinas. Varias pesquisas foram realizadas e, no presente
momento, as lectinas sao consideradas como insumos extremamente importantes
para a detecgéo e isolamento de glicoproteinas, bem como na caracterizacéo parcial
de seus carboidratos e detecgdo de mudang.as na superficie celular em processos
celulares como desenvolvimento, diferenciagdo e transformagdes neoplasicas.

Nos ultimos anos, o interesse pelo estudo das lectinas tem se intensificado
devido principalmente, as evidéncias de que elas atuam como mediadoras do
reconhecimento celular numa grande variedade de sistemas biolégicos. O principal
exemplo destes fendmenos consiste no envolvimento das lectinas no processo de
adesédo de virus, bactérias e protozoarios as células do hospedeiro e de leucdcitos

ao endotélio vascular, criticamente importante na resposta de defesa do organismo

contra hospedeiros. (revisado por SHARON & LIS, 1989).




A classificagdo mais recente para as lectinas esta baseada na estrutura geral
destas proteinas e as distribui em quatro grandes grupos: Merolectinas, Hololectinas,
Quimerolectinas e Super-lectinas (VAN DAMME et al., 1998)

As Merolectinas consistem de um uUnico dominio lectinico, por isto ndo
possuem a propriedade de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. A
Heveina, uma pequena proteina do latex da seringueira, € uma tipica merolectina
(VAN PARIJS et al., 1991). As Hololectinas sdo também exclusivamente formadas
de dominios lectinicos (no minimo dois), e por isso, podem aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados, dai serem também conhecidas como “hemaglutininas”.
Grande parte das lectinas de plantas pertence a este grupo. As Quimerolectinas
possuem, além dos dominios lectinicos, um dominio com atividade catalitica ou
outra atividade biolégica ndo dependente dos primeiros. Dependendo do ndmero de
sitios de ligagdo a agucares, as quimerolectinas se comportam como holo- ou
merolectinas. As proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2 (abrina e ricina) sdo
exemplos de quimerolectinas que possuem mais de um dominio lectinico enquanto a
classe | das quitinases de plantas sdo quimerolectinas que se comportam como
merolectinas. As Super-lectinas, podem ser consideradas como um-grupo especial
de quimerolectinas que além dos sitios de ligagdo a carboidratos, possuem dois
dominios estruturalmente e funcionalmente diferentes dos primeiros. A lectina de

tulipa ilustra bem esta classe (VAN DAMME ef al., 1996).

1.2. Interacao lectina carboidrato e elicitagao de atividades biol6gicas
As lectinas sé@o responsaveis pelo reconhecimento de acgucares na superficie
de células de bactérias, animais e plantas. Como exemplos, estéo algumas toxinas

bacterianas, receptores que medeiam a interacdo célula-célula em animais,
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neutralizacgdo de patdégenos, toxinas de plantas e mitdgenos. O estudo do
reconhecimento de carboidratos pelas lectinas esta bem documentado e a base
molecular destas interacdes tem sido estudada com uma variedade de técnicas
biofisicas, incluindo cristalografia em raio-X, ressonancia nuclear magnética (RNM),
microcalorimetria e mais recentemente, ressonancia plasmonica de superficie (RPS).
Com o desenvolvimento de novas técnicas de biologia molecular, tem sido estudado
também a importancia dos aminoacidos envolvidos na ligacdo lectina-carboidrato
(NAGAHORA et al.,, 1995). Esta interagdo pode ocorrer com agucares simples ou
complexos.

A possibilidade de que varios eventos envolvidos no reconhecimento celular
sejam mediados pela interacdo entre carboidratos e lectinas tem recebido atengao
especial nos ultimos anos. A despeito da numerosa diversidade das lectinas, dois
aspectos de sua organizacéo devem ser esclarecidos. O primeiro refere-se ao fato
de que a atividade de ligagdo a acgucar é atribuida a uma porcéo limitada da
molécula de lectina, o dominio de reconhecimento de carboidrato (“carbohydrate-
recognition domain”, CRD). O segundo seria a semelhanca entre os CRDs, em
relagdo a sequéncia de aminoacidos, que possibilita organizar as lectinas em grupos
(DRICKAMER, 1988).

A ligagdo das lectinas em estruturas glicanas complexas, como os
oligossacarideos de glicoproteinas, € responsavel pela especificidade fina das
lectinas. Esta ligagdo € muito mais especifica e discrimina lectinas similares em
relacéo a especificidade por monossacarideos (DEBRAY et al., 1981). A ligacéo de
lectinas multivalentes & agucares presentes na superficie de células sempre leva a

mudancas em receptores lipidicos e glicoproteicos, elicitando assim uma variedade

de respostas biologicas.




Estudos tém demonstrado que na interagcdo de uma lectina com estruturas
glicanas complexas presentes em glicoproteinas o sitio de reconhecimento a |
monossacarideos tem um papel chave na ligacdo destas estruturas. Uma unica
'unidade de monossacarideo € reconhecida pelo sitio de ligagéo da lectina, enquanto
que outras interacdes n&do covalentes séo estabelecidas (interagdes hidrofébicas e
pontes de hidrogénio, mediadas por moléculas de agua) e desta forma, estabilizam o
complexo lectina-ligante (RAMOS et al., 1996a; BOURNE ef al., 1992).

Tem sido demonstrado que apesar de apresentarem especificidade bastante
semelhante por carboidratos, a afinidade de cada proteina pelo mesmo ligante €, em
alguns casos, consideravelmente diferente, sugerindo que algum tipo de diferenca
estrutural entre as 4Iectinas pode ocasionar diferencas de afinidade em cada
complexo estabelecido entre lectina-ligante (CAVADA ef al.,2001)

Em adigdo as lectinas, muitos outros tipos de proteinas intéragem com
acucares, entre estas estdo as enzimas que tém agucares como substratos,
anticorpos especificos por carboidratos e proteinas transportadoras de membranas.
Estas proteinas foram classificadas como proteinas ligadoras de carboidratos tipo |,
nas quais os sitios de ligacdo a agucares estdo em locais profundos e a interacéo
destas com o ligante € de alta afinidade. Em contraste, os sitios de ligacdo das
proteinas ligadoras de agucar tipo II, incluindo as lectinas, estdo expostos na
superficie da proteina e a afinidade da ligagédo € menor em relagdo as do tipo I.
(WEIS & DRICKAMER, 1996)

E importante ressaltar que, independente de suas especificidades por
monossacarideos, as lectinas geralmente apresentam diferengcas nas suas
estruturas quaternarias. As diferencas espaciais entre os sitios de ligacédo a

carboidratos de diferentes lectinas, combinado com as disténcias entre diferentes



epitopos em ligantes multivalentes s&o, provavelmente, as razbes pelas quais
lectinas com especificidades similares por monossacarideos, exercam diferentes
atividades biologicas. Além disto, estudos de analise estrutural com lectinas tém
revelado a importancia da multivaléncia das subunidades como determinantes da
atividade biolégica destas proteinas, visto que caracteristicas da ligacdo podem
mudar devido a alteragbes nos residuos de monossacarideos ou na orientagédo
espacial destes (SANZ-APARICIO et al, 1997).

Devido a sua interagdo com glicoproteinas presentes nas superficies
celulares, as lectinas estdo associadas a diferentes atividades biolégicas. A
propriedade mais amplamente conhecida das lectinas € sua capacidade de aglutinar
eritrocitos de diferentes espécies. Além de eritrocitos, outras células tais como
leucacitos e células tumorais, também podem ser aglutinadas por lectinas (BEUTH
et al, 1990). Muitas destas proteinas tém sido utilizadas em varios estudos
imunoldgicos, e em alguns casos, estimulam células do sistema imune.

A primeira lectina mitogénica a ser descoberta foi a de Phaseolus vulgaris
(PHA). Posteriormente, a capacidade de ativar linfécitos foi conferida a outras
lectinas e atualmente a concanavalina A (Con-A), purificada de sementes de
Canavalia ensiformis, Ao mitdgeno “pokeweed” (Pokeweed mitogen, PWM), isolada
de Phytolacca americana, e a WGA, extraida do germe de trigo, sdo amplamente
utilizadas em diversos ensaios imunolégicos, induzindo diferentes efeitos bioldgicos
sobre populagbes de linfocitos (PEACOCK et al, 1990). Além da atividade
estimuladora de linfocitos, as lectinas sdo capazes de mediar fagocitose em células
alvo (NORIN & PINHO, 1986) e ainda induzir atividade citotoxica pelos macréfagos

em células tumorais (MacDERMONT ef al., 1986).



1.3. Lectinas Animais

A interacdo proteina-carboidrato tem importante papel em dois distintos
aspectos da resposta imune. Ela esta envolvida tanto no reconhecimento do
patdgeno quanto na interagdo celular que leva a neutralizacédo deste. Por outro lado,
toxinas bacterianas ou virais podem também atacar células eucaritticas através da
interacdo com carboidratos de ‘superﬁ’cie. Vale salientar que os componentes
proteicos destas interagdes sao lectinas animais.

E crescente o nimero de lectinas animais identificadas até o presente
momento, € uma recente classificagao divide estas proteinas em cinco grupos: As
tipo C ou calcio dependentes (DRICKAMER, 1988). Incluem-se neste grupo
lectinas tais como a proteina ligante de manose (TAYLOR ef a/., 1989), as selectinas
(SPRINGER, 1991), as calnexinas chaperonas (WARE et al., 1995) e as lectinas da
superficie das células natural “killer” (BEZOUSKA et al., 1994); as tipo S que
apresentam ligacGes dependentes de tidis, sendo denominadas galectinas e
mostram especificidade por B-galactosideos (RINI & LOBSANOV, 1999). Embora as
funcdes deste grupo de lectina animal ainda n&o estejam bem definidas, existem
evidéncias do possivel envolvimento na diferenciagdo embrionaria, adesdo e
migrac&o celular e na mediacéo da resposta imune (BARONDES ef al., 1994); as
lectinas tipo | ,que apresentam o dominio N-terminal semelhante ao dominio variavel
das imunoglobulinas, incluidas neste grupo estdo as sialoadesinas que apresentam
especificidade de ligacdo por acido sidlico, s&o encontradas em macrofagos e tem
sido proposto para estas proteinas um papel na adesdo de linfocitos e
desenvolvimento de células mieldides (KELM ef al, 1996); as tipo P que

apresentam receptores para manose-6-fosfato dependentes ou ndo de cations
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(DRICKAMER & TAYLOR, 1993) e as lectinas tipo L que apresentam semelhanca

com as lectinas de leguminosas (WEIS & DRICKAMER, 1996).

1.4. Lectinas Vegetais

Apesar da ampla distribuicdo das lectinas, € nos vegetais onde estas
proteinas tém sido extensivamente estudadas, ndo somente pela importancia
econdmica e nutricional de suas espécies, como pela facilidade de seu isolamento.

A despeito de sua abundancia nas sementes ou nos bulbos de muitas
plantas, a fungdo fisiolégica das lectinas ainda permanece um enigma em contraste
com as lectinas animais. Algumas funcdes tém sido propostas para esta proteinas,
entre as quais estdo: o transporte e estoque de carboidratos nas sementes, ligagéo
de bactérias fixadoras de nitrogénio a raiz, inibicdo do crescimento de fungos e
protecao contra o ataque de insetos. Além disso, a existéncia de sitios hidrofébicos
na estrutura das lectinas vegetais, os quais interagem com fitohormdnios , sugere
um possivel papel na regulacdo hormonal do crescimento e desenvolvimento da
planta (SANZ-APARICIO et al., 1997).

Até poucos anos atras, a classificagdo geral das lectinas vegetais era
dificultada pela falta de relevantes informacdes em relagdo a estrutura destas
proteinas, porém um rapido progresso no estudo estrutural bem como da clonagem
molecular de lectinas, tem possibilitado importantes informagdes detalhadas na
sequéncia de uma centena de lectinas vegetais. Estes estudos, permitiram a
classificacdo das lectinas vegetais em sete diferentes familias: As lectinas de
leguminosas, lectinas de monocotiledoneas ligadoras de manose, lectinas
ligadoras de quitina e as RIPs tipo 2. Estas quatro familias compreendem o maior

numero de proteinas. Em contraste, as lectinas de jaca, de amarantina e de
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Floema de Cucurbitaaceace neste momento sdo familias compostas por um

numero muito pequeno de lectinas (VAN DAMME et al., 1998)

1.4.1. Lectinas de Leguminosas

No reino vegetal, as lectinas de leguminosas tém sido objeto de intensa
investigacdo. Acredita-se que tal direcionamento seja devido a relativamente alta
concentracdo em sementes, a disponibilidade de sementes e grande numero de
espécies pertencentes a esta familia. Os resultados disponiveis hoje na literatura
Indicam que, apesar das diferencas na especificidade por carboidratos, as lectinas
de leguminosas séo similares em relagéo as suas propriedades bioquimicas e fisico-
quimicas e mostram um alto grau de homologia na seqiéncia de aminoacidos
(CAVADA et al., 1993; CAVADA et al.,2001)

Grande parte das lectinas de leguminosas tém sido isoladas em sementes
maduras, sendo encontradas, em algumas espécies, mais de uma lectina na mesma
semente. Entretanto, a concentragdo destas € muito baixa nas folhas, no caule e na
raiz, sendo abundante na casca de muitas arvores. Além disto, estudos tém indicado
que muitas lectinas de sementes de leguminosas séo sequestradas e estocadas nos
vacuolos protéicos encontrados em diferentes tecidos vegetativos. (ETZLER, 1986).

Geralmente a atividade de ligagéo & carboidrato exercida pelas lectinas de
leguminosas, depende simultaneamente da presenca de calcio e de ions metalicos.
Os sitios de ligagdo a metais foram inicialmente descritos para a ConA (HARDMAN
et al., 1982)e tém sido demonstrados em outras lectinas de forma bem conservados.
Os ions, quando ligados a seus sitios, parecem exercer um efeito estabilizador no
sitio de ligacdo a carboidratos. Outro aspecto importante em relagédo a estrutura

molecular das lectinas de leguminosas € a glicosilacao que esta presente em muitas



destas proteinas. Diferencas no processo de glicosilacgdo resultam na formagéo de
glicoformas, as quais sdo conhecidas como isolectinas. Protémeros de lectinas de
leguminosas contém também uma cavidade hidrofébica, primeiramente descrita na
ConA por Becker e colaboradores (1975).Esta cavidade consiste, principalmente, de
residuos hidrofébicos conservados, os quais parecem esta envolvidos na ligagéo das
lectinas com hormoénios vegetais (EDELMAN & WANG, 1978).

As lectinas de leguminosas n&o sdo interessantes somente pela propriedade
de ligacdo a carboidratos. Estas proteinas, s&o geralmente formadas de protdmeros
de aproximadamente 30 kDa, muitos destes consistindo de uma unica cadeia
polipeptidica composta de aproximadamente 250 residuos de aminoacidos. Em
algumas situagdes estes protdmeros s&o clivados em dois pequenos polipeptidios,
como é o caso das lectinas da tribo Vicieae (PSA, LCA,LoLl), nas quais cada
subunidade é formada por uma cadeia leve o € uma cadeia pesada

As lectinas de leguminosas na forma nativa séo formadas de dois ou quatro
protdmeros. A formacdo de dimeros ou tetrd&meros, combinado com a ocorréncia ou
ndo de glicosilagdo, implica na existéncia de diferentes formas moleculares para
estas proteinas. A heterodimerizacdo € comum nas lectinas desta familia,
originando, assim, estruturas tetraméricas com quatro sitios de ligacdo a
carboidratos. Dados estruturais tém demonstrado que uma unidade monomérica
conservada pode se oligomerizar de maneiras variadas, e desta forma, serem

usadas no estudo detalhado da interag@o proteina-proteina (LORIS et al., 1998).
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1.4.1.1. Lectina de Vatairea macrocarpa

A lectina de sementes de Vatairea macrocarpa (Vmac), uma leguminosa da
tribo Dalbergieae, apresenta-se na forma de um tetramero formado por quatro
subunidades idénticas de 25 kDa cada, independente do pH. Esta lectina induz
aglutinacao de hemacias de coelho e de humanos, sendo esta atividade inibida pela
galactose, N-acetilgalactosamina e outros agucares relacionados. (CALVETE et al;
1998).

Investigacbes anteriores em relacdo a especificidade de ligacdo a
carboidratos da Vmac, através da inibicdo da hemaglutinagdo por sacarideos ou
glicoproteinas, bem como por ressonancia plasménica de superficie, tém
demonstrado que a Vmac é uma tipica lectina ligadora de Gal/GalNAc (RAMOS et
al., 1999).Entretanto, Ramos e colaboradores (2000-a), estudando a especificidade
fina desta lectina, através de cromatografia de afinidade de oligossacarideos e
glicoproteinas de estruturas conhecidas, em coluna imobilizada de Vmac,
demonstraram que esta lectina reconhece seqgliéncias de N-acetillactosamina n&o
reduzidas. Esta interacéo parece ser dependente do nimero de seqiéncias em cada
estrutura glicidica, bem como dependente do pH. Estes achados s&o importantes e
credenciam a Vmac como uma importante ferramenta para o fracionamento e
analise estrutural de oligossacarideos e glicoproteinas de diversas origens e que

contém N-acetillactosamina.



11

1.4.1.2. Lectina de Dioclea violacea

A lectina de sementes de Dioclea violacea (DvL), pertencente a familia
Leguminosae, tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae € uma estrutura multimérica
composta de monémeros idénticos de 25,5 kDa, cada um contendo um Unico sitio de
ligacdo a carboidratos. Cada subunidade também contém sitios de ligacdo a metais
e uma cavidade hidrofébica (CAVADA, et al., 1993; RAMOS et al., 2000-b). Os
aminoacidos dos sitios de ligacdo a carboidratos e metais bem como da cavidade
hidrofébica, s&o completamente conservados na estrutura primaria das lectinas da
subtribo Diocleinae.

Como consequéncia desta homologia na estrutura primaria, as lectinas de
Diocleinae séo especificas pelos mesmos monossacarideos: D-manose/D-glicose.
Entretanto, foi demonstrado que estas proteinas diferem em suas especificidades
fina, isto &, na especificidade de ligagdo a oligossacarideos e glicoproteinas
(RAMOS et al , 1996D).

A DvL tem sido utilizada em varias pesquisas e muitas atividades biolégicas
tém sido demonstradas para esta lectina, entre as quais podemos citar: proliferacéo
de linfécitos humanos e produg@o de interferon vy in vitro (BARRAL-NETO et al.,
1992), inducdo da liberacdo de histamina por mastdcitos peritoneais de ratos
(GOMES et al., 1994), inibicdo do edema de pata e da peritonite induzida por
carragenina (ASSREUY ef al., 1997), Inibicdo de cistite hemorragica induzida por
ciclofosfamida (ASSREUY et a/ ., 1999) e ativac_;éo de linfocitos e apoptose in vivo

(BARBOSA et al.,2001),

AL AN
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1.5. Lectinas como ferramentas no estudo da inflamagao

. Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido feitos no sentido de investigar o
envolvimento dos carboidratos na resposta inflamatéria. Os resultados obtidos
evidenciaram a importancia da interacdo proteina-carboidrato, exercendo um papel
primordial no processo de adesividade do leucdcito a células endoteliais. Neste
sentido, varias linhas de pesquisas foram conduzidas com o intuito de utilizar
lectinas como ferramentas para o estudo da resposta inflamatoria.

Vérias lectinas da subtribo Diocleinae foram testadas in vitro e mostraram ser
habeis em induzir mitose em linfécitos humanos e inducdo da producdo de
interferon-y (BARRAL-NETO et al, 1992) além de induzirem a liberacdo de
histamina, a partir de mastocitos peritoneais de ratos (GOMES et al., 1994). Foi
demonstrado também que as lectinas de Canavalia brasiliensis, Dioclea grandiflora e
da soja eram capazes de induzir migragdo de leucocitos e formacdo de edema de
pata em ratos (BENTO et al., 1993). Outros trabalhos, mostraram a inducdo da
producé&o de oxido nitrico in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999), além da inducao
de apoptose por lectinas vegetais (BARBOSA ef al., 2001).

Corroborando com esta idéia, 0 nosso grupo de pesquisa tem realizado varios
estudos utilizando lectinas vegetais e animais, quer seja com a finalidade de inibir ou
provocar respostas inflamatorias em modelos experimentais in vivo e in vitro.

Como resultados desta linha de pesquisa desenvolvida por nés, utilizando para
tanto lectinas vegetais, temos: inibicdo da migracdo de neutrofilos para a cavidade
peritoneal de ratos, bem como atividade anti-edematogénica (ASSREUY ef al., 1997;
ALENCAR et al., 1999) e inibicdo da cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida

em camundongos (ASSREUY et al., 1999).
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Além disto, em trabalho mais recente usando uma lectina animal, originada do
sémen de porco, denominada como espermadesina (PSPI/PSPII), demostramos que
esta lectina, induz migragdo de neutréfilo através da liberacido de uma substancia
quimiotatica liberada por macrdfagos, provavelmente TNF-y e que o mastdcito
modula de forma negativa esta atividade, possivelmente liberando IL-4 (ASSREUY

et al.,2001).

2. Aresposta inflamatoria

A inflamac&o € uma complexa reacdo do organismo, em especial dos tecidos
vascularizados contra estimulos lesivos. Esta reacdo serve para destruir, diluir ou
imobilizar o agente agressor. Microscopicamente ela envolve uma série de eventos,
que incluem: a) dilatacdo de artérias, capilares e vénulas, com aumento de
permeabilidade e fluxo sangulineo; b) exsudacdo de fluidos, incluindo proteinas
plasmaticas: e ¢) migracdo de leucdcitos para o foco inflamatério (ROCHA E SILVA,
1978; SEDGWICK & WILLOUGHBY, 1985).

A reacéo inflamatéria € dividida em dois padrées: agudo e crénico. A inflamagéo
aguda é caracterizada pela curta duracao, exsudagéo de fluido e proteinas
plasmaticas (eventos vasculares) e migracao de leucdcitos, predominantemente
neutréfilos para o foco inflamatério (eventos celulares), além de alteracdes
sistémicas tais como dor, febre e elevagéo nos niveis plasmaticos de uma série de
proteinas caracterizadas em conjunto como proteinas de fase aguda. (BAUHMANN
& GAULDIE, 1994).

A fase crdnica esta na dependéncia do processo ser ou nao resolvido, isto €, da
eliminacdo do estimulo durante a fase aguda. Esta fase, em geral, € de longa

duracéo e se caracteriza pela presenca de linfocitos e macrofagos, com proliferagéo



14

de vasos sanguineos e de tecido conjuntivo. Quando o processo inflamatério
persiste, pode ocorrer um estado patolégico e consequentemente ser deletério para
0 hospedeiro e a sua expresséo clinica depende tanto do sitio da lesdo como da

natureza inflamatéria celular (BROIDE, 1991)

2.1. Eventos celulares da resposta inflamatoéria

Uma resposta efetiva do hospedeiro a infecgdo ou dano tecidual requer um
acumulo local de leucdcitos. Estas células fagocitam agentes lesivos, matam
bactérias, degradam tecidos e antigenos estranhos, porém, infelizmente, elas podem
prolongar a inflamagao e indqzir danos teciduais através da liberagdo de enzimas,
mediadores quimicos e radicais toxicos de oxigénio (BEVILACQUA ef al., 1994)

As células circulantes no sangue incluem neutréfilos, mondécitos, eosindfilos,
linfécitos, basofilos e plaquetas. As células do tecido conjuntivo s&o: os mastoécitos,
que circundam intimamente os vasos sanguineos; os fibroblastos do tecido
conjuntivo; macréfagos e linfocitos residentes ocasionais. Os neutréfilos s&o
essenciais na resposta imune, sdo abundantes no sangue mas, na auséncia de
infecg@o ou outro dano tecidual, eles estdo ausentes nos tecidos. A inflamagédo gera
fatores que sdo quimiotaticos para neutrofilos, resultando em sua migragdo do
sangue e acumulo no foco inflamatério (ROBBINS ef al., 1994).

Inicialmente pensava-se que o recrutamento de leucdcitos para o foco
inflamatério representava um processo ativo, que era monitorado somente pelo
proprio leucocito ou ainda, que seria um processo dependente de propriedades da
parede vascular (METCHNIKOFF citado por WALZOG & GAEHTGENS, 2000). A
identificacdo de moléculas com propriedades adesivas envolvidas neste processo

mostrou que a migracdo de leucdcitos para um tecido inflamado depende de uma
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sofisticada interac@o entre estas células e as células endoteliais, na qual ambas
contribuem ativamente através da expressdo em suas superficies de proteinas
adesivas, denominadas como moléculas de adesdo além da secrecdo de

mediadores soluveis (McEVER, 1992)

2.2. Papel das moléculas de adesao

Os eventos envolvidos na jornada dos leucécitos do sangue para o foco de
inflamacao, s&o em grande parte dependentes da ligagdo entre moléculas de
adesdo complementares nos leucocitos e nas superficies endoteliais, e os
mediadores quimicos afetam este processo modulando a expressao superficial ou a
avidez destas moléculas adesivas. Os receptores de ades&o envolvidos na resposta
inflamatéria celular pertencem a diferentes familias de moléculas, incluindo as
selectinas, as imunoglobulinas e as integrinas.

As selectinas se caracterizam pela presenga de um dominio lecitinico que
interage com carboidratos ligantes presentes nos leucécitos e nas células
endoteliais, participam de forma efetiva no processo de rolamento do leucocito no
endotélio vascular. S&o formadas por trés membros: L-selectina (LAM-1: “Leukocyte
Adhesion Molecule-1) normalmente expressa na superficie de todos os leucdcitos
circulantes, embora seus ligantes (P-selectina, E-selectina e GlyCAM, CD14 e
MAdCAM) estejam presentes somente no endotélio ativado (TEDDER et al., 1995); a
P-selectina (GMP-140) expressa por plaguetas e células endoteliais estimuladas por
substéncias como a trombina, histamina, endotoxina e citocinas, podendo haver
variacdes na expressao frente aos estimulos quando em diferentes espécies animais

(EPPIHIMER, et al., 1996; PAN et al., 1998). A E-selectina (ELAM-1: “Endothelial



Leukocyte Adhesion Molecule-1”) tem sua expressé@o confinada ao endotélio

vascular e pode ser controlada pela IL-1, TNF-a e endotoxina (FRIES et al., 1993).

Cinco membros da superfamilia das imunoglobulinas atuam como moléculas
de adesdo: ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1 e Mad-CAM-1. S0 normalmente
encontradas na superficie das células endoteliais, porém, sua expressao pode ser
significativamente aumentada pela ativacdo do endotélio por citocinas ou
endotoxinas(PANES ef al., 1999). Seus ligantes sdo as B-integrinas (LFA-1, Mac-1 e
p150),expressas na superficie dos leucodcitos. A interagédo integrina-imunoglobulina
favorece a firme adesdo do leucécito ao endotélio (CRONSTEIN &
WEISSMAN,19893).

Utilizando-se varias condicbes experimentais, tem sido proposto que o0s
diversos eventos envolvidos na migragéo celular seguem basicamente os seguintes
passos (figura 1) : 1) marginacdo e captura dos leucdcitos circulantes; 2) adeséo
rapida e frouxa que responde pela rolagem do leucdcito no endotélio “rolling” e que
envolve basicamente a P e L-selectinas; 3) ativacdo dos leucdcitos por agentes
produzidos pelo endotélio ou outras células, no sentido de aumentar a avidez de
suas integrinas;4) Ligacdo firme e estavel do leucdcito ao endotélio, em grande parte
através da via B-integrina-imunoglobulina e, finalmente, apés a transmigracéo pelo
endotélio o leucdcito através de um movimento celular dirigido (quimiotaxia)

locomove-se em direc&o ao foco da inflamacao (SPRINGER , 1994).
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Figura 1. Etapas da migracao de neutrofilos
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Por fim, o deslocamento do leucécito € dependente de uma variedade de
proteinas quimiotaticas que além de direcionarem a migragéo do leucécito para o
tecido inflamado, podem induzir outras respostas como a producdo de metabdlitos
do &cido araquidénico, degranulacdo e secregcdo de enzimas lisossdmicas e
modulag&o das moléculas de adeséo leucocitaria. (SPRINGER, 1994). Dependendo
do estimulo inflamatério, da populagdo de leucécitos recrutada, do tecido e do
contexto de ativag&o, diferentes moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios

podem estar envolvidos.

2.3. Células inflamatérias: Estrutura e Fungéao

Embora as células envolvidas na resposta inflamatéria sejam diferentes
quanto a morfologia, ao contedo de mediador liberado, ao estimulo para ativacdo
celular e ao curso de tempo para liberacdo do mediador, elas tém muitas
caracteristicas em comum, como a presenca de receptores, estocagem de enzimas
hidroliticas, geracdo de metabdlitos do &acido araquidénico e a capacidade de
fagocitar e secretar.

No intuito de definir os papéis exatos desempenhados por diferentes tipos
celulares na inflamacg&o , importantes progressos tém sido feitos na caracterizagdo
da estrutura e da funcdo de populagdes purificadas de varias células inflamatorias.
Entretanto, o ambiente local em tecidos inflamados representa um meio complexo,
no qual muitas células inflamatérias diferentes e proteinas séricas estdo presentes,
levantando a possibilidade de importantes efeitos moduladores, que ndo séo
reconhecidos quando se estudam apenas populacdes celulares puras. A despeito da
complexidade das respostas inflamatorias, parece que ha consideravel coordenacéo

e cooperagdo entre diferentes tipos celulares. Porém, estudos que caracterizem de
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forma mais profunda as varias células inflamatérias e seus subtipos, contribuiréo
para melhorar o entendimento das complexas interagcdes envolvidas na inflamacéo

celular.

2.3.1. Neutrdfilos

Os neutrdfilos polimorfonucleares sdo os leucécitos predominantes na
circulacio, onde tém uma existéncia curta entre sua formacdo, na medula 6ssea, e
suas subsequentes atividades fagociticas e microbicidas nos locais de inflamacéo,
através de um potente arsenal de enzimas digestivas secretadas por seus granulos
citoplasmaticos. A proliferacéo e diferenciacéo de células progenitoras de neutrofilos,
sdo reguladas por fatores glicoprotéicos (G-CSF, GM-CSF e IL-3). As células
maduras antes de cairem na circulacdo, permanecem estocadas na medula por
aproximadamente 5 dias. Apos este periodo, milhdes destas células, entram e saem
da circulagao, diariamente, sob condicdes normais. Esta enorme reciclagem pode
aumentar bastante durante uma infec¢do aguda.

Grande parte dos neutréfilos do sangue periférico possuem receptores de
superficie para IgG e da IgA, podendo ligar-se a complexos antigeno-anticorpos ou a
particulas cobertas por estas imunoglobulinas. Além dos receptores para
imunoglobulinas, os neutréfilos contém também receptores para fMLP, LTB4, GM-
CSF e para C5a e C3a (SKLAR, 1986).

Existe um grande numero de fatores quimiotaticos que podem recrutar
neutréfilos para os locais da inflamagé&o tecidual. Entre estes, os mais bem
caracterizados sdo o fMLP, C5a, PAF, LTB4 citocinas como a IL-8 e as quimiocinas.
Em concentragdes nanomolares destas substancias, os neutréfilos respondem por

um aumento da adesividade, do numero de receptores para estes fatores e da



20

liberacdo de substancias oxidativas pelos granulos citoplasmaticos (MURPHY,
1994).

Morfologicamente indistinguiveis, os neutréfilos circulantes s&o heterogéneos
quanto a densidade, aos antigenos de superficie celular € as propriedades
funcionais. A origem e o significado dessa heterogeneidade €, no momento,
desconhecida. S&o necessarios estudos mais detalhados para estabelecer se a
evidéncia da heterogeneidade do neutrdfilo reflete células primordiais distintas ou
representa diferencas funcionais de maturacdo dentro de uma linhagem celular

comum.

2.3.2. Mastécitos , Basofilos e Eosindfilos

Ambos os tipos sdo células da série granulocitica derivadas de células
progenitoras hematopoiéticas (CD34") da medula éssea. Os basofilos sdo
granuldcitos circulantes que se diferenciaram por completo, sendo os mais raros no
sangue humano, podendo infiltrar os locais envolvidos em varios processos
imunoldégicos ou inflamatérios, associados com frequéncia aos eosindfilos, porém,
sempre em quantidades inferiores a estes. Por outro lado, os mastécitos maduros
normalmente ndo circulam no sangue. A maturagdo destas células ocorre em grande
guantidade nos tecidos periféricos vascularizados, sendo que seus valores basais
nestes tecidos podem sofrer variagdes significativas em resposta a algumas reagdes
inflamatorias ou imunolégicas. Os basofilos e mastdcitos contém ou elaboram, sob
estimulos adequados, grande variedade de mediadores biologicamente ativos e
potentes. Alguns destes s&o armazenados em estados pré-formados nos granulos
citoplasmaticos, entre estes incluem-se proteoglicanos, proteases, histamina e

carboxipeptidase A (COSTA & GALLI, 1998 : SCHWARTZ & HUFF, 1993). Estas



21

células apds serem estimuladas, podem iniciar também a sintese de substancias
que exercem importantes e potentes atividades inflamatérias, particularmente os
metabdlitos do acido araquidénico formados pela cicloxigenase e lipoxigenase, as
quais originam como principais produtos a prostaglandina D (PGD,;) e os
leucotrienos respectivamente (HOLGATE ef al,. 1993). As citocinas (IL4,IL-5,IL-6,
IL-8, IL-13, TNF-a) constituem o grupo de mediadores produzidos por mastocitos e
basdfilos, mais recentemente identificado, e pelo menos o TNF-o pode ser pré-
formado e armazenado (GORDON & GALY, 1990).

Normalmente, cerca de 3% dos leucdcitos circulantes corresponde aos
eosindfilos. Entretanto, estas células estdo em quantidades abundantes nos tecidos
periféricos, principalmente nas superficies mucosas dos tratos respiratorios,
gastrointestinal e geniturinario inferior; através de receptores para IgA, desenvolvem
IgA secretdria nestes tecidos. Entre os mediadores lipidicos produzidos pelos
eosindfilos, estdo o PAF, leucotrienos e lipoxinas (COSTA et al., 1997)). Nos ultimos
anos, o reconhecimento de que estas células constituem fonte potencial de citocinas
sugeriu que os eosindfilos podem influenciar as reacgdes inflamatérias e outras
respostas biologicas por meio de mecanismos mais amplos (DESREUMAUX &

CAPRON, 1996).

2.3.3. Macréfagos

As células do sistema mononuclear fagocitico incluem pré-monocito e seus
precursores na medula 6ssea, mondcitos na circulacdo e macréfagos teciduais.
Mondécitos maduros entram na circulagdo € uma propor¢do sai do sangue e se

desenvolve em macrofagos residentes em praticamente todos os tecidos do
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organismo (VAN FURTH,1988). Entretanto, estas células podem apresentar
diferengas estruturais e bioquimicas, dependendo do local onde estao localizadas.

Entre as diversas nomenclaturas utilizadas para os macréfagos, citam-se
células de Kupffer (no figado), macréfagos alveolares (pulmdes), histiocitos (tecido
conjuntivo), osteoclastos (ossos) células de Langerhans (pele), células da microglia
(sistema nervoso central) [(OGLE et al., 1994)].

Os macrofagos sao semelhantes aos neutrdfilos na sua capacidade
fagocitica, nas suas potentes enzimas hidroliticas e na producdo de metabdlitos
toxicos do oxigénio. Portanto, compartiiham com estes um papel importante na
defesa do organismo. O macréfago interage com o meio ambiente através de
receptores especificos na membrana, os quais incluem receptores para IgG, IgE,
C3b, C3a, M-CSF, GM-CSF, lipoproteinas, peptideos e polissacarideos (ADAMS,
1989). A ocupacdo destes receptores pode provocar a ativacdo do macréfago,
tornando-o mais eficiente, a partir de alteracbes morfoldégicas, metabdlicas e
funcionais.

O macréfago € uma célula secretora extraordinariamente ativa, sendo capaz
de produzir centenas de substancias que afetam a resposta inflamatéria, seus
produtos de secregdo estdo direto ou indiretamente envolvidos na inflamacéo e
incluem: enzimas, inibidores enzimaticos, proteinas do sistema complemento,
citocinas (IL-8, IL-1, TNF-a, IL-6) e derivados do &cido araquiddnico (TAKEMURA &
WERB, 1984; WERB ef al., 1986; ADANS & KOERNER, 1988).

Na resposta inflamatodria os macrofagos tém sido considerados como células
de “alarme”, sendo responsaveis pela iniciacdo da migragdo dos neutrofilos para o
local da injuria. Um argumento consistente com esta idéia foi a demonstracao feita

por Cunha & Ferreira (1986) que macrofagos em cultura estimulados com LPS



liberavam um fator quimiotatico para neutréfilo (MNCF) o qual foi ativo quando
testado in vivo e in vitro. A migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de
ratos, induzida por estimulos como carragenina, zymosan e endotoxina, aumenta
quando se eleva a populacédo de macréfagos residentes, pelo pré-tratamento com
tioglicolato e diminui apés a deplecdo destas células pela lavagem da cavidade
(FACCIOLI et al., 1990; RIBEIRO et al., 1990).

E importante ressaltar que os macréfagos também podem desempenhar um
importante papel na resolugéo da inflamagdo aguda. Além de secretar proteases
extracelulares, que ajudam a liqlefazer o exsudato inflamatério residual, o
macréfago fagocita restos celulares, exsudato inflamatério e neutréfilos envelhecidos

(UNANUE & ALLE, 1987).

2.4. Mediadores Quimicos envolvidos no recrutamento de células
inflamatadrias

Os eventos moleculares envolvidos na migracao de neutrdfilos para o foco de
lesdo se iniciam com a ocupacao, por mediadores quimiotaticos, de receptores
especificos na membrana celular. Substéncias endégenas e exégenas (fMLP, LPS,
carragenina € zymaosan) podem agir como agentes quimiotaticos.

Os mediadores enddgenos s@o substancias oriundas da ativagdo de células
inflamatodrias por uma reagdo imune ou por estimulacdo direta destas células por
citocinas ou substaéncias quimicas. Muitos destes ja foram identificados até o
momento, podendo ser originados no plasma, sob a forma de precursores a serem
ativados (proteinas do sistema complemento, das cininas e da coagulagdo) ou
sintetizados e armazenados por células (serotonina, histamina, prostaglandinas,

PAF, leucotrienos e citocinas). A maioria dos mediadores quimicos desempenha sua
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atividade bioldgica através da ligagdo especifica com receptores presentes em
células, entretanto alguns podém atuar diretamente como enzimas (proteases .
lisossomais) ou mediando lesbes oxidativas diretas como ocorre com os metabolitos
do oxigénio (ROBBINS et al., 1994).

Um grande numero de mediadores tem sido implicados no processo de
migrac@o dos leucdcitos do sangue ao foco de inflamagéo. Acredita-se que na fase
precoce do processo inflamatério induzido por diferentes estimulos, células
residentes no tecido, como macrofagos mastocitos e linfocitos, participam no
controle da migrac&do de neutréfilos. Este controle € mediado pela liberacdo destes
fatores quimiotaticos.

As prostaglandinas e leucotrienos, produtos enzimaticos oriundos,
respectivamente, das vias de cicloxigenacéo e lipoxigenagéo do acido araquidénico
(AA) derivado de fosfolipidio da membrana celular, sdo importantes mediadores
inflamatorios. A via das cicloxigenases leva a geracéo de prostaglandinas, entre as
quais incluem-se PGE3, PGD,, PGF2,, PGI; (protaciclina) e o tromboxano Az, que é
um importante agregador plaquetario e vasoconstrictor. As prostaglandinas,
principalmente a PGE, e a protaciclina, sdo mediadores importantes da
vasodilatacio inflamatdria e potenciam, de modo acentuado, os efeitos quimiotaticos
e de aumento da permeabilidade de outros mediadores. Quando o &cido
araquidénico € metabolizado pela via da lipoxigenase, da-se a formagdo de uma
familia de compostos denominados leucotrienos: leucotrieno B4 (LTB45, LTCs4 LTD4
e LTE4. Enquanto o LTB4 € um potente agente quimiotatico, os outros leucotrienos
causam vasodilatagédo e aumento da permeabilidade vascular (SPRIGER, 1994).

Em geral, os fragmentos maiores formados durante a clivagem dos

componentes do complemento tendem a dar continuidade a cascata do
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complemento, e os fragmentos menores medeiam aspectos da inflamacdo. O C5a e
o C3a aumentam a permeabilidade vascular e geram vasodilatagéo através da
liberagdo de histamina dos mastécitos. O C5a ativa também a via da lipoxigenase do
AA em neutréfilos e monécitos e intensifica ainda mais a liberacdo de mediadores
inflamatoérios. Além disso, aumenta a adesdo leucocitaria ao endotélio através da
ativacéo dos leucdcitos e do aumento da avidez das integrinas. (STITES & TERR,
1992).

O ativador de plaqueta (PAF) & gerado a partir de um fosfolipidio de
membrana por ativacédo de fosfolipases. Tem a capacidade de ativar uma variedade
de células, incluindo plaquetas. Este fator pode atuar na degranulacéo de neutréfilos
e eosindfilos, sendo o mais potente quimiotatico para eosindfilo ja descrito. O PAF
gera também um aumento da adesao leucocitédria ao endotélio (por estimulo a
ligacdo da integrina aos leucdcitos) e da quimiotaxia. Este mediador atua
diretamente nas células-alvo através de receptores especificos, mas potencializa
também a sintese de outros mediadores, principaimente os metabdlitos do AA
(WASSERMAN, 1988).

O oxido nitrico (NO) & um gas soluvel, sintetizado a partir da ‘L-arginina, do
oxigénio molecular e do NADPH por acdo da oxido nitrico sintase, nas células
endoteliais e neurdnios, onde esta prese_nte constitutivamente e pode ser ativado
pelo calcio e calmodulina, ou nos macréfagos, onde sua sintese € induzida por

citocinas ou por outros agentes. Muitos estudos tém proposto ao NO um papel

regulador no recrutamento de leucécitos (KUBES et al., 1991).
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2.4.1. Citocinas

As citocinas constituem um grupo heterogéneo de glicoproteinas, sintetizadas
e secretadas de modo tipico por diversas células, principalmente macréfagos e
linfocitos, em resposta a ativacdo ou lesdo. Estas proteinas atuam como sinais
modulando as respostas imune e inflamatérias locais ou sistémicas. Geralmente,
células normais precisam ser estimuladas para produzirem citocinas.

Além de serem produzidas por diferentes tipos de células, as citocinas
podem exercer seus efeitos em varias outras células, e, devido a essa acao
pleiotropica, desencadeiam diferentes atividades, podendo ser sinérgicas ou
antagénicas ,ou, ainda, induzir ou inibir a producéo de outras citocinas bem como
modular a expressédo de seus receptores. A IL-6, por exemplo, € uma citocina
multifatorial secretada por todas as células quando injuriadas ou ativadas por IL-1
e/ou TNF-o. Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IFN-o. s&o
eficientes em inibir in vifro a sintese de IL-1 e TNF-a. (KLUTH & REES, 1996).
Apesar de TNF-« e IL-1 ligarem-se a diferentes receptores, tém sido descritas
algumas interacdes sinergias entre estas duas citocinas (NETA et al., 1992) .

As citocinas, em geral, sdo peptideos ou glicoproteinas com pesos
moleculares variando de 6.000 a 60.000 Da. Sao extremamente potentes, atuam em
concentragcdes milimolares na estimulagcdo de células, apds interacdo especifica
entre ligante e receptor. Essa alta atividade de especificidade tem facilitado a
detecg¢do de citocinas, mas sua produgdo em pouca quantidade tem dificultado sua
purificac&o. Todavia, o uso de clones celulares que produzem grandes quantidades
de um nuamero limitado de citocinas, o desenvolvimento de técnicas de cromatografia

de alta resolucdo, a disponibilidade de anticorpos monoclonais, a purificagédo por
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imunoreatividade e especialmente o uso de técnicas de clonagem tém levado a um

grande progresso na caracterizagdo destas proteinas.

2.4.1.1. Citocinas pré-inflamatorias

Tem sido demonstrado que varias citocinas induzem a migracdo de
leucécitos, principalmente neutréfilos, tanto in vivo como in vitro, e estdo envolvidas
em varios eventos da resposta inflamatéria. As principais citocinas mediadoras de
inflamacao séo a IL-1, TNF-a IL-12, IL-8, e as quimiocinas, entre as quais estao a IL-

8, MIP, MCP-1 e a ENA-78.

a) IL-1

A interleucina-1 é produzida como duas isoformas (IL-1a e IL-1B) por diversos
tipos de células como os macrofagos, linfocitos B e T, fibroblastos, neutréfilos,
células endoteliais e células musculares lisas. Em contraste com a IL-1a que
permanece no citoplasma ou € expressa na membrana, a IL-1 pode ser encontrada
na circulacdo (DINARELLO & WOLF, 1993). A IL-1 atua em células alvo através de
receptores de alta afinidade (IL-1RI e IL-1RIl) n&o havendo disting&o por estes entre
a forma o ou B (LARRICK & KUNKEL, 1988).

Varias substancias sdo capazes de induzir a producdo de IL-1 em mondcitos e
macréfagos, incluindo fatores exdgenos como as endotoxinas, exotoxinas,
hemaglutininas de virus, protozoarios (DURUM & OPPENHEIM, 1989) e substancias
enddgenas como Cb5a, fator estimulador de coldénia-1 (CSF-1), TNF-a (DINARELLO

et al., 1986) e a propria IL-1 (WARNER ef al., 1987).
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Muitas s&o as evidéncias ql‘Je apontam a IL-1 como uma citocina de primaria e
estratégica importancia no controle de doencas, particularmente as doencas
infecciosas e a inflamacdo. A IL-1 em culturas de células endoteliais favorece a
aderéncia de leucdcitos a superficie do endotélio através da expressao de moléculas
de adesdo, além de aumentar a producdo de mediadores inflamatérios, como as
prostaglandinas e o PAF (TATAKIS, 1993).

Ademais, como produto de macrofagos, a IL-1 desempenha importante papel nas
reacoes inflamatérias mediadas imunologicamente, promovendo a proliferacdo de
linfécitos T, aumentando a producéo de IL-2 ou a expressdo dos receptores para
esta citocina, em células T ativadas por antigenos. Além disso, a IL-1 aumenta a
capacidade de células apresentadoras de antigenos ativarem as respostas imunes

dependentes de células T. (SHIRAKAWA et al., 1986).

b) Fator de necrose tumoral - o (TNF-a)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a.) € uma proteina de 17 kDa, produzida
por macréfagos, fibroblastos , linfocitos T e B. Esta citocina possui um largo espectro
de acdes bioldgicas em muitas células alvos, imunes ou ndo. Antes da descoberta
do TNF-u foi comprovado a existéncia de uma outra proteina com peso molecular de
25 kDa, produzida por linfocitos T ativados por mitdégenos, que ficou conhecida como
linfotoxina (LT) ((RUDDLE, 1994).

Os avancos nos estudos destas duas proteinas possibilitaram a verificacéo de
que o TNF-a € a LT além de apresentarem relativa homologia estrutural, ligavam-se
aos mesmos receptores, desencadeando atividades bioldgicas similares. Com estas

descobertas a LT passou a ser denominada como TNF- (BROWNING ef al., 1993).
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Apesar de muitas outras células serem capazes de produzir TNF-o, Os
macréfagos representam a principal fonte desta citocina in vivo. O mais potente
estimulador da biossintese de TNF-a por macréfagos € o LPS, entretanto outros
fatores enddgenos como IL-1, IL-2, IFN-y, GM-CSF, C5a e o proprio TNF-o. sé@o
também eficientes (OLD, 1985 ; PHILLIP & EPSTEIN, 1986). O TNF-3 € liberado
pelos linfécitos T apds ativacdo com antigenos em associagdo com componentes do
CPH. Altos niveis de IL-2 ou mitégenos nao especificos de célula T como a ConA e
a PHA (revisado em PAUL & RUDDLE,1994).

Os efeitos bioldégicos do TNF-oo tém sido estudados em modelos
experimentais in vivo e in vitro, sendo consenso geral atribuir-se ao TNF-a a fungao
de mediador chave na inflamagdo bem como nas respostas invasivas a micrébios,
parasitas e neoplasias. Um dos principais efeitos de TNF-o consiste em
desencadear a liberagdo de uma série de outras citocinas, as quais amplificam a
atividade deste sozinho As acbes biologicas desta citocina incluem um amplo
espectro de efeitos, envolvendo células do sistema imunologico até células
participantes do metabolismo.

Muitos s@o os efeitos elicitados pelo TNF-o. nos eventos que envolvem a
inflamacdo, sendo que suas atuagcbes mais Iimportantes nesta patologia
correspondem a seus efeitos sobre o endotélio, através da sintese de moléculas de
ades&o, de outras citocinas (IL-1,IL-8 e IFN-y), fatores de crescimento (G-CSF e GM-
CSF)), prostaglandinas (E;), 6xido nitrico e aumento da trombogenicidade de
superficie endotelial. A nivel de neutréfilo, o TNF-« bromove a amplificacdo das
respostas destas células a outros mediadores. Ademais, o TNF-o pode exercer

alguns destes efeitos indiretamente, iniciando uma intensa resposta inflamatéria com



participac@o de outros mediadores secundarios, como leucotrienos e PAF, além de
outras citocinas pro-inflamatérias (BEUTLER & CERAMI, 1988).

Vale salientar a consideravel superposicdo de atividades da IL-1 e TNF-,
resultando em uma espantosa redundancia nas comunicagdes intercelulares. Esta
redundancia fornece vias alternativas para a mobilizacdo de reacdes do hospedeiro
nas emergéncias, visto que estas duas citocinas exibem muitas interacdes
sinérgicas. Isso resulta em uma enorme amplificacdo de efeitos a partir de

quantidades relativamente pequenas dessas citocinas.

¢) Quimiocinas

As quimiocinas sdo proteinas homologas de 8 a 10 kDa, subdivididas em
diferentes familias com base na posicdo relativa de residuos de cisteina em suas
cadeias. Duas destas familias tém sido extensivamente estudadas. As o e f3-
quimiocinas, as quais contém quatro residuos de cisteina. Nas a-quimiocinas (CXC)
os dois primeiros residuos de cisteina sdo separados por um uUnico aminoacido,
enquanto que nas B-quimiocinas (CC) estes residuos sdo adjacentes. Além disto, as
o-quimiocinas que contém a sequéncia acido glutdmico-leucina-arginina,
procedendo a sequéncia CXC sao quimiotaticas para neutrofilos e entre estas citam-
se a IL-8, ENA-78 e NAP-2, por outro lado, aquelas que nao contém esta sequéncia
atuam em linfécitos, entre estas estdo a IP-10 e a MIG. As B-quimiocinas, em geral
nao atuam em neutréfilos mas interagem com mondcitos, eosindfilos, basdéfilos e
linfécitos com uma seletividade variavel, como exemplo desta familia citam-se a

MCP-1, 2 e 2 e a Rantes.(DeVRIES et a/., 1999).



Entre os papéis biolégicos definidos para as quimiocinas estdo: 1) efeito
quimiotatico direto e indireto; 2) promovem a diferenciacéo e crescimento celular; 3)
regulacéo da hematopoiese e angiogénese; 4) aumentam a adesao e capacidade de
ligac&o dos leucdcitos; 5) possivel papel no crescimento tumoral e desenvolvimento
de metastases ; 6) atividade anti-tumoral (revisado por BEM-BARUCH ef al., 1995).
A extensiva redundancia das atividades exercidas pelas quimiocinas permanece um
mistério para ser esclarecido pela ciéncia através do estudo da interacéo entre seus
receptores (CCRs) e seus ligantes.

As quimiocinas s&o secretadas nos sitios de inflamacgao e infecgdo por células
tissulares residentes, leucocitos residentes e recrutados e células endoteliais
ativadas por citocinas. O principal estimulo para a produgcdo destas proteinas séo
citocinas pré-inflamatorias, como a IL-1 e TNF-a e por LPS (BAGGIOLINI et al.,
1994) .Em adicdo, o IFN-y e a IL4, produtos de linfécitos Th1 e Th2,
respectivamente, além de induzirem a producdo de quimiocinas, podem estimular a
secrecao destas através de sinergismo com IL-1 e TNF-o« (GARCIA-ZEPEDA et al.,
1996).

O aumento na secre¢cdo de quimiocinas durante a inflamagcéo resulta no
recrutamento seletivo de leucdcitos para o tecido inflamado. Os leucdcitos mantém
contato com o endotélio através do “rolling” destas células na parede endotelial.,
processo mediado pelas selectinas. A ativagcdo pelas quimiocinas leva a uma
interacdo de alta afinidade entre integrinas na superficie dos leucocitos e seus
ligantes endoteliais. Esta interagcao, por sua vez, facilita a adesividade do leucécito e
seu posterior extravasamento. Entretanto, as quimiocinas para causarem infiltracédo
tissular, sempre atuam em conjunto com outras citocinas, por exemplo, a eotaxina e

a IL-5 juntas causam eosinofilia, a IL-5 e a IL-3 induzem a liberacéo de histamina e
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leucotrienos por baséfilos, apds estimulagdo com a proteina quimiotética para
monécitos (MCP-1) [(BISCHOFF et al., 1990]).

A IL-8 é uma das quimiocinas mais estudada até o momento. Foi
originalmente identificada como um fator quimiotatico para neutréfilos, produzido por
monacitos periféricos ativados com LPS (YOSHIMURA et al., 1987). Ademais, a IL-8
€ também quimiotatica para linfécitos T, via neutrdfilos, ou seja, estimulando estas
células a liberarem potentes substancias quimioatrativas para linfocitos T, na
presenca de mediadores secundarios como o TNF-a ou a citocalasina B (BRANDT
et al, 1994). Numerosos agentes exogenos e estimulos pré-inflamatérios
enddgenos, como as endotoxinas, lectinas, hipoxia, viroses, IL-1 TNF-o, estimulam a
producéo e liberacdo de IL-8 por uma variedade de células (BEM-BARUCH et al,,

1995).
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3. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Estd bem documentado que o reconhecimento € o evento central para |
desencadear uma variedade de fendmenos bioldégicos € o primeiro passo em
numerosos processos baseados na interacdo célula-célula, como a fertilizacao,
embriogénese, migracao celular e defesa imunoldgica.

Desde os anos 1970, tornou-se evidente que quase todas as células possuem
carboidratos em suas superficies na forma de glicoproteinas, glicolipidios e
polissacarideos. Em acréscimo a esta informagdo, os carboidratos tém sido
indicados como moléculas que possuem um enorme potencial para codificar
informacdes biolégicas (SHARON & LIS, 1989). Além disto, o incremento de
métodos analiticos refinados tém revelado uma grande diversidade de estruturas de
carboidratos associados com glicoconjugados soluveis ou ligados a superficie.
Existem também fortes indicagdes de que esta diversidade € biologicamente
significante. Assim, em muitos casos, carboidratos modificam a atividade de
proteinas com as quais estao ligados.

O fato das lectinas serem capazes de se ligarem de forma especifica a residuos
de agucares acrescido ao de que nos ultimos anos tém crescido o numero destas
proteinas estruturalmente bem caracterizadas, credencia as lectinas como
importantes ferramentas no estudo dos complexos e multifatoriais caminhos da
resposta inflamatoria.

Por conseguinte, o objetivo geral desta pesquisa foi estudar os mecanismos e
possiveis mediadores quimicos envolvidos na resposta inflamatoéria induzida por
duas lectinas vegetais que apresentam diferentes especificidades de ligacdo a

residuos de acucares, possibilitando também um estudo comparativo face ao
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envolvimento de distintos carboidratos. Para tanto, foram estabelecidos os seguintes

objetivos especificos:

¥

Determinar atividade proé-inflamatéria das lectinas de sementes de Dioclea
violacea e de Vatairea macrocarpa nos modelos de peritonite, edema de
pata e bolsa de ar subcutanea.

Verificar se estas lectinas apresentam quimiotaxia para neutrofilos in vitro
Investigar a possivel participacdo de células residentes na resposta
inflamatdria provocada por estas proteinas.

Verificar a liberagcdo de substancias quimiotaticas por macrofagos,
mastécitos e linfécitos estimulados pelas lectinas, bem como a
caracterizacdo parcial destas substancias.

Avaliar o efeito de diferentes bloqueadores farmacolégicos sobre a atividade
pré-inflamatéria das duas lectinas no modelo de peritonite e nos
sobrenadantes das culturas de células estimuladas.

Investigar o envolvimento do dominio lectinico na atividade proé-inflamatoéria
da DvL e Vmac.

Avaliar a importancia da estrutura tridimensional das duas lectinas e dos

sitios de ligac&o a metais da DvL na efetuacéo da resposta inflamatéria.
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Il. MATERIAL E METODOS
1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) fémeas com peso entre 150
e 200g. Os animais eram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia (UFC). Estes animais receberam ragcéo e agua ad libitum,

sob condigdes adequadas de luz e temperatura.

2. Lectinas

As lectinas de sementes de Dioclea violacea (DvL) e Vatairea macrocarpa
(Vmac) foram isoladas e purificadas no Laboratorio de Moléculas Biologicamente
Ativas (BioMoLab) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC),
respectivamente, através de cromatografia de afinidade em Sephadex G-50 e goma
de guar (MOREIRA et al.,1996; CALVETE et al., 1998). As pureza das amostras

foram avaliadas em SDS-PAGE.

3. Materiais utilizados
3.1. Drogas e Reagentes

e Albumina sérica bovina 0,1 % (Sigma)

¢ a-D-galactose (Merck)

¢ a-metil-D-manosideo (Sigma)

e BN 50730 (anti-PAF) — ([3-1,1-dimetil-etil] hexahidro-1,4,4,7B-trihidroxi-8-
metil-9H-1,7ac  (epoxi-metano) 6aH-ciclopentano-(c) furo [2,3b] furo [3,2,3,4]

ciclopenta [1,2-d] furano-5,9,12 (4H) trione (Instituto Henri Beaufour, Paris)
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e Cloreto de Sédio (NaCl, Merck)

e Composto 48/80 (Sigma)

e Dexametasona: ampolas de 2 mL (8 mg/mL) - Decadronal® (Prodome
Quimica e Farmacéutica);

¢ Dimetil sulféxido - DMSO® (Sigma)

e Gradiente de Ficoll Hypaque (Sigma)

e Gradiente de Percoll 65% (Sigma)

e N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (fMLP) (Sigma)

¢ Heparina 5.000 UI/mL (Roche)

e Indometacina (Prodome Quimica e Farmacéutica)

¢ Metil-celulose 0,1 % (Sigma)

¢ Metrotrexate (Pharmacia)

e MK-886 (inibidor de lipoxigenase) — L-663, 536 (3-[1-(4-clorobenzil)-3-t-butil-
tio-5-isopropilindol-2-yl]-2,2-acido dimetilpropandico (Merck)

e Sephadex G-50 (Pharmacia

e Solugao de Hanks com soro bovino fetal (Sigma)

¢ Talidomida (CEME)

e Tioglicolato (Lab Difco Ltda)

° Antiborpos: Os anticorpos anti-TNF-a, anti IL-18 e anti- IL-8, foram
produzidos em carneiro, contra as citocinas recombinantes] e obtidos do National
Institute of Biological Standard and Control — Londres.

A maioria das substancias foi preparada em solucéo estéril de NaCl 0,15 M ou

agua bidestilada. A solugdo estoque de fMLP (102 M) e 10% do volume total da

solucé&o de BN 50730 e talidomida, em DMSO. indometacina (INDO) foi dissolvida



em Tris.HCI pH 8,0, MK-886 em solucdo de metil-celulose (0,1% em agua destilada)

e tioglicolato, em agua bidestilada, sendo aquecido para sua completa dissolucéo.

3.2. Aparelhos e instrumentos laboratoriais
¢ Agitador magnético Thermolyne, mod. M37510/26 (DBARNSTEAD)
¢ Agitador para tubos de ensaio mod. TEO89 (MARCON)
¢ Alicate para deslocamento cervical
e Autoclave (SOC.FAC)
e Balanca para pesagem de animais, mod. ID-1500 (FILIZOLA)
eBalanca analitica, mod. AL200 e Ohaus, mod. AS 260D (MARTE)
e Béqueres (SIMAX)
e Camaras de Neubauer (0,100/0,0025 mm?)
e Capela de fluxo laminar (TROX do Brasil Ldta)
eCentrifuga Excelsa Baby I, mod. 206 (FANEM)
ecitocentrifuga, mod. 248 (FANEM)
eCuba de ultra-som para dissolucdo e limpeza de material mod. T7
(THORNTON)
eEstufa de CO, (NUAIRE)
eFiltro Millipori SW INEX- 13 n.2
eFiltro de policarbonato (5 um — Millipore Corp., Bedford, MA)
eInstrumental cirdrgico (pingas, bisturis, tesouras, agulhas, etc.)
e | aminas e laminulas para microscopia
eMedidor de pH (pHmetro, MICRONAL)

eMicrocamara de 48 pocos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD)
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eMicropipetas automaticas (GILSON)

eMicroscoépio 6ptico binocular (EMBRAEME)

ePlaca de cultura de 24 pocos

ePlaca de Petri

ePlestismografo (UGO BASILE)

eSistema AMICON Diaflo ultrafilters (AMICON Division, W.R. Grace & Co.

Beverly, MA)
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4. Modelos Experimentais
4.1. Avaliacao da atividade pré-inflamatoria das lectinas
4.1.1. Modelo de peritonite

Para a avaliacéo da migragdo de neutréfilos induzida por DvL ou Vmac, estas
foram administradas intraperitonealmente (i.p.). Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical ao final de intervalos de tempo que variavam de zero a 96
horas apds a inje¢do das lectinas. Em seguida, as células presentes na cavidade
peritoneal foram coletadas através da lavagem desta cavidades injetando-se 10 mL
de salina contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdomens dos animais foram
levemente massageados, e através de uma incisao foram coletados cerca de 7 mL
de fluido peritoneal, com pipeta Pasteur de plastico. As contagens total e diferencial
dos leucécitos foram realizadas conforme metodologia descrita anteriormente por
Souza & Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 uL do fluido coletado de cada
animal foram diluidos em 380 uL do reagente de Turk e posteriormente usados para
a contagem total de leucocitos em camara de Neubauer. A contagem diferencial das
células foi realizada atraves de esfregacos corados em laminas, para tanto, 25 uL do
exsudato foram centrifugados em citocentrifuga a 400 x g,rrdurante 10 min, apés este
processo os esfregacos foram corados pelo método da hematoxilina-eosina (corante
HEMA 3). A contagem diferencial dos leucocitos foi feita através de microscopia
optica e expressa como a média + E.P.M. do numero de neutréfilos/uL do fluido
peritoneal e comparados ao valores obtidos no grupo controle do experimento, ou

seja, animais que haviam sido injetados somente com salina estéril.
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4.1.2. Curva dose-resposta da atividade pré-inflamatéria das lectinas de
Dioclea violacea e Vatairea macrocarpa

As lectinas DvL e Vmac foram administradas i.p. em 1mL de salina estéril
contendo 100, 200 e 400 pg das proteinas. A avaliacdo da migracéo de neutrdéfilos
para a cavidade peritoneal foi feita 4 horas apés a administracdo das lectinas

conforme descrito no item 4.1.1.

4.1.3. Quimiotaxia de neutrofilos in vitro

A obtencdo de neutréfilos humanos viaveis (90-95% de pureza) foi feita em
sangue venoso heparinizado colhido de individuos sadios. Os neutrofilos foram
isolados por fracionamento em gradiente de Histopaque (Sigma) e em seguida foram
suspensos em RPMI 1640 contendo 0,1% de albumina bovina sérica (BSA), de
modo a se obter uma suspenséo de 10° neutréfilos/mL. A migracdo foi avaliada em
microcamara de 48 pogos (Neuroprobe Inc. Cabin Jonh, MD). Os dois
compartimentos da microcamara foram separados por membrana de pblicarbonato
(5 um Milipore Corp., Bedford, MA). Assim, 28 uL do estimulo foi adicionado na parte
inferior da cdmara e 50 ulL da suspens&o de neutréfilos (10° cels/ mL) na parte
superior desta. A cadmara foi deixada em incubacdo por 60 minutos em estufa de
CO, e em seguida, o filtro colocado entre os dois compartimentos da camara foi
removido. A porcao superior do filtro foi lavada cuidadosamente com PBS com a
finalidade de se retirar as células que ndo migraram. Esse filtro foi fixado em metanol
a 70% e corado com a utilizacdo de um corante rapido HEMA 3. Os neutrofilos que
migraram foram quantificados por microscopia 6ptica usando-se objetiva de imersao
(aumento de 100 X), a contagem foi feita em cinco campos aleatdrios para cada

poco de um total de 6 pogos por grupo experimental. Em cada experimento RPMI foi
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utilizado como controle negativo (migracdo randdémica) e o fMLP como controle

positivo de migragao.

4.1.4. Bolsa de ar subcutanea (“ Air pouch”)

O “air pouch” foi produzido na pele do dorso dos animais de acordo com
método descrito por Ribeiro e colaboradores (1991). Inicialmente, ap6s depilagdo do
dorso dos animais e assepsia com alcool iodado foram injetados subcutaneamente
20 mL de ar estéril. Trés dias apds, a cavidade formada foi mantida injetando-se 10
mL de ar. No sexto dia apés a injecdo inicial de ar os animais foram utilizados para
0s experimentos de migragao.

A avaliacédo da migracédo de neutréfilos seguiu-se ao procedimento
experimental descrito para o modelo de peritonite (item 4.1.1). As lectinas de DvL
(200ug) e Vmac (400ug) foram administradas em 1mL de solugdo/bolsa. Os animais
foram sacrificados seis horas apds a inje¢cédo das lectinas e a lavagem da cavidade
artificial foi feita com 5 mL de salina heparinizada. A migrac&o de neutrofilos para a
bolsa de ar foi avaliada pela contagem total e diferencial dos leucocitos. O grupo
controle do experimento era constituido por animais que receberam 1mL de salina

estéril.

4.2. Mudanc¢as na populacao de células residentes da cavidade peritoneal

Com o objetivo de investigar se a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de ratos induzida pela DvL e Vmac € um efeito dependente ou ndo de
células residentes, e quais destas células poderiam estar envolvidas nesta resposta,

foram realizados os experimentos a seguir:
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4.2.1 Lavagem da cavidade peritoneal : deplecdo de células residentes

A lavagem da cavidade peritoneal dos animais foi feita seguindo-se a
metodologia descrita anteriormente por Souza e colaboradores (1988). Inicialmente,
os ratos foram anestesiados com éter etilico e, apés assepsia com alcool iodado,
foram inseridas trés agulhas hipodérmicas na cavidade abdominal, sendo uma
proxima ao esterno e duas, na regiao inguinal. Em seguida, 30 mL de salina estéril
foram injetados através da agulha localizada préxima ao esterno. Apds massagem
na cavidade peritoneal o fluido foi colhido através das agulhas inseridas na regiao
inguinal. Este procedimento foi realizado trés vezes, resultando na remocéo de mais
de 80% da populacdo de mononucleares residentes. Nos animais controle, as
agulhas foram inseridas, porém, néo houve administragdo ou retirada de fluido. A
populacéo de mononucleares no grupo controle era calculada 30 minutos apos a
injecéo intraperitoneal de 10 mL de salina estéril heparinizada de acordo com a
metodologia descrita no modelo de peritonite, sendo os resultados obtidos
comparados aqueles que tiveram suas cavidades lavadas.

DvL (200ug/cav.), Vmac (400 ug/cav.) e fMLP (10 x 10 moles/cav.) foram
administrados i.p. 30 minutos apds a lavagem em animais que foram submetidos ou
nao a deplecao de células residentes. A migracao de neutréfilos foi avaliada 4 horas
apods a injecao das substancias quimiotaticas e foi comparada ao grupo de animais

que recebeu somente salina estéril (Sal).

4.2.2 Pré-tratamento com tioglicolato: incremento da populagdao de
macrofagos residentes na cavidade peritoneal

Tioglicolato (Tg;3% m/v; 10 mL) foi administrado intraperitonealmente e 4 dias

ap6s os macroéfagos peritoneais foram coletados, contados e comparados com a
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contagem obtida em grupo de animais ndo tratados com Tg (controle), de acordo
com a metodologia descrita por Ribeiro e colaboradores (1991).

Dvl (200 ug/cav.), Vmac (400 pg/cav.) e fMLP (10 x 10®° moles/cav.) foram
administrados i.p. em animais tratados ou nao com tioglicolato. Conforme descrito
para o modelo de peritonite, a migracdo de neutrdéfilos foi avaliada 4 horas apés a
injecao dos estimulos, sendo os resultados comparados com o s obtidos em animais

que receberam somente salina estéril i.p.(Sal).

4.2.3 Pré-tratamento com o composto 48/80: deplegcao de mastocitos
peritoneais

A deplecao de mastécitos da cavidade peritoneal dos animais pelo composto
48/80, foi feita pelo método descrito anteriormente por Di Rosa e colaboradores
(1971). Para tanto, os animais foram pré-tratados i.p., durante quatro dias
consecutivos, duas vezes ac dia com o composto 48/80. Nos trés primeiros dias foi
administrado 0,6 mg/Kg do 48/80 e no quarto dia 1,2 mg/Kg. Cinco dias apds o inicio
do tratamento a deplecdo dos mastocitos foi avaliada através da coleta do fluido
peritoneal dos animais o qual foi diluido (1:5) em azul de toluidina e a contagem feita
em camara de Neubauer. Os resultados foram comparados aqueles obtidos no
grupo de animais ndo tratados com o composto 48/80. A viabilidade celular foi
avaliada observando-se o numero de mastocitos integros ou degranulados e
também pela presenca de células contaminantes. Eram descartados fluidos com
niveis de contaminacao superior a 5%.

DvL (200 pg/cav.), Vmac (400 pg/cav.) e fMLP (10 x 10° moles/cav.), foram

injetados i.p. em animais pré-tratados ou ndo com o composto 48/80. A migracdo de
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neutréfilos foi quantificada 4 horas apos a injecdo dos estimulos e os resultados

comparados aos respectivos controles.

4.3. Modulagao farmacolégica da migracao de neutrofilos para a cavidade
peritoneal induzida por DvL ou Vmac

DvL (200 ng/cav.) e Vmac (400 ug/cav.) foram injetadas por via intraperitoneal
em 1 mL de salina estéril 1 hora antes da administracido da dexametasona (1 mg/Kg;
s.c.), talidomida (80 mg/Kg; s.c.) ou do MK-886 (1 mg/Kg; v.0.) e 30 minutos antes
da injecéo de indometacina (5 mg/Kg; s.c.) ou do BN 50730 (10 mg/Kg; s.c.).

A migracédo de neutrofilos foi avaliada 4 horas apés como descrito
anteriormente. Os resultados foram comparados com os do grupo controle positivo
de migracdo (animais tratados i.p. somente com as lectinas) e com o grupo controle

negativo (animais que receberam somente salina estéril i.p.).

4.4. Cultura de células
4.4.1. Macrofagos peritoneais

Macréfagos (MJs) peritoneais foram obtidos de rétos normais inoculados por
via intraperitoneal com 10 mL de tioglicolato a 3% em &gua destilada, seguindo o
método descrito por Cunha & Ferreira (1986) [Figura 2]. Apos quatro dias, os
animais foram sacrificados € o exsudato peritoneal era coletado em condigdes
estéreis, apds ser injetado 10 mL de RPMI incompleto, pH 7,4, contendo heparina .
Em seguida, as células eram lavadas duas vezes em RPMI incompleto por
centrifugac&o a 100 x g durante 5 minutos. O precipitado final foi ressuspenso em 1
mL de RPMI incompleto, sendo entdo diluido (1:20) em liquido de Turk para

contagem total das células em camara de Neubauer. As células foram ressuspensas



em RPMI incompleto, na concentracdo de 2 x 10° células/ mL e distribuidas em
placas de cultura de 24 pogos (1mL/poco). Para aderéncia dos macréfagos na placa
esta foi incubada por 1 hora em estufa de CO; a 5%. Apds este periodo o
sobrenadante foi descartado e as células aderidas foram lavadas 3 vezes com RPMI
incompleto e incubadas por 12 horas em CO, a 5%. Para o periodo de incubacéo foi
adicionado 1mL de RPMI completo em cada pog¢o. Ocorrendo a incubagéo as células
ndo aderidas eram removidas por trés lavagens da placa em RPMI incompleto. A
viabilidade celular era entdo analisada pela adicao de azul de tripan em um poc¢o da
placa. A analise era feita por microscopia optica, com base na morfologia celular e
impregnacdo do corante, ou seja, considerava-se viaveis as células com aspecto
fluorescente e as inviaveis as que haviam impregnado o corante, portanto coradas

de azul.
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Figura 2. Obtengao e manuseio da cultura de macréfagos: Os ratos foram
pre-tratados com tioglicolato (Tg; 3%) 4 dias antes da coleta do exsudato
peritoneal com RPMI. Apds a lavagem por centrifugacdo (100 x g /5min), o
precipitado era ressuspenso e feita a quantificacdo dos macréfagos em
camara de Neubauer. A cada poco da placa as células (2 x 10° mL) eram
aplicados e cuitivados em estufa de CO, por 12 horas.
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4.4.2. Cultura de mastocitos

Para a obtencdo de mastdcitos, ratos adultos (400 — 500g) foram sacrificados
e o fluido peritoneal coletado em condicdes assépticas através da injecéo i.p. de 10
mL de HBSS (pH 7,4) contendo 1% de heparina. Delicadamente, para ndo romper
os mastdcitos, o fluido peritoneal era coletado e posteriormente centrifugado a 146 x
g durante 7 minutos em 25 °C, em aceleracdo e desaceleracdo baixas. O
sobrenadante final era descartado e o precipitado ressuspenso em 1mL de HBSS,
usando para tanto ponteiras de pontas cortadas. O “pellet’ foi lentamente adicionado
a um tubo Falcon ja pipetado com 5 mL de uma solucéo contendo 70% de percoll (P-
1644; Sigma), 10% de HBSS (g/100 mL de agua) 5% de SBF e 15% de agua
destilada. Foi feita uma centrifugagédo a 400 x g durante 20 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressupenso em 10 mL de HBSS, sendo
feita entdo mais uma centrifugacdo a 146 x g por 7 minutos. Este procedimento foi
realizado por trés vezes. Finalmente, o precipitado foi ressuspenso em 2 mL de
HBSS e a contagem dos mastdcitos foi realizada em camara de 'Neubauer, diluindo-
se o “pellet” final (1:100) em azul de toluidina. Os mastdcitos foram ressupensos em

HBSS para uma concentragéo de 0,25 x 10° células/mL/poco (Figura 3)

4.4.3. Cultura de células esplénicas totais

Para obtencdo das células esplénicas totais, ratos normais foram sacrificados,
0 baco coletado e divulsionado com 50 mL de RPMI contendo penicilina (10mL/L).
Transferiu-se a parte liquida do masserado do bagco para um tubo Falcon,
completando-se o volume para 50 mL com RPMI. As células foram lavadas através
de duas centrifugac¢des a 250 x g por 10 minutos, usando-se 0 mesmo volume inicial

de RPMI. Em seguida as células esplénicas foram depletadas de heméacias pela
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adigéo de NaCl a 0,2% por 30 segundos € NaCl 1,6%. Apds agitacdo o volume era
recuperado para 50 mL com RPMI e novamente centrifugado a 250 x g por 10
minutos. Este procedimento era repetido enquanto se observava a presenca de
hemacias. O precipitado final foi entdo ressupenso em RPMI e a contagem de
células feita em camara de Neubauer diluindo-se o “pellet” (1:100) em solucdo de
Turk, sendo a concentracdo ajustada de modo a conter 2 x 10° células por mL em
RPMI. As suspensées celulares foram distribuidas em placas de Petri estéreis (3 mL

Iplaca) e cultivadas em estufa de CO,a 5% por 2 horas. (Figura 4)

4.4.4. Cultura de células esplénicas aderentes e nao aderentes

As células de baco aderentes (principalmente MUJs) e ndo aderentes foram
obtidas apds incubacéo das células esplénicas totais em placa de Petri de acordo
com a metodologia descrita no item anterior. Para tanto, apdés o periodo de
incubacdo de 2 horas as células ndo aderentes foram removidas por sucessivas
lavagens do sobrenadante com RPMI. O “pool” de sobrenadantes obtidos foi entéo
centrifugado em 1000 r.p.m. por 10 minutos e o precipitado contendo as células nao
aderidas foi ressuspenso em RPMI. Apds contagem d;as células em Neubauer,
diluindo-se o precipitado (1:100) em solugdo de Turk. O volume foi ajustado para
uma concentracéo de 10°células nao aderidas /mL de RPMI.

Com ajuda de um rodinho de borracha (“cell scraper’) de 23 cm (Nunc A/S,
Roskilde, Denmark) as células aderidas foram removidas da placa de Petri e lavadas
duas vezes em RPMI. Apds contagem a concentragéo foi ajustada para 2 x 10°
células aderidas/mL de RPMI e distribuidas em 1 mL em cada orificio de placas de
cultura de 24 pocos. Finalmente, as células aderidas € ndo aderida, separadamente

, foram cultivadas em estufa a 5% de CO,.
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Figura 3. Isclamento de mastécitos: O fluido peritoneal era coletado
com 10 mL de HBSS (146 x g/7 min) e o precipitado ressuspenso em
1 mL do meio. A suspensao celular era adicionada a tubos contendo 3
mL de Percoll e centrifugada (400 x g/ 20 min). O precipitado
contendo os mastocitos era ressuspenso em 10 mL de HBSS e
centrifugado novamente(146 x g/7 min). Repetia-se o processo 3
vezes e o precipitado final era ressuspenso em 2 mL de HBSS para a

contagem das células.
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Figura 4. Cultura de células esplénicas totais: Apds o sacrificio dos
ratos o bacgo foi retirado e divulsionado com RPMI. A parte liquida foi
transferida para um tubo Falcon contendo meio. As células foram lavadas
2 vezes em RPMI através da centrifugacdo (250 x g/10 min). Em seguida
foi feita a deplegdo total das hemacias com NaCl € o novo “pellet’
centrifugado (250 x g/10 min). O precipitado final foi ressuspenso em
RPMI € as células apds serem quantificadas em camara de Neubauer (2 x

10 ® cels/mL) foram cultivadas em placa de Petri por 2 h em CO».




4.5. Investigacao de atividade quimiotatica no sobrenadante da cultura de
macroéfagos peritoneais estimulados in vitro com DvL e Vmac.
4.5.1 Curva dose resposta

Os macréfagos peritoneais cultivados como descrito no item 4.4.1 foram
incubados com 1 mL de RPMl/pogo contendo DvL (25, 50 e 100 pg/mL) ou Vmac
(50, 100 e 200 pg/mL). O grupo controle foi representado pelos pocos contendo
somente RPMI. A cultura foi mantida por 1 hora em estufa de C0,. Apés esta etapa,
para retirada dos estimulos, as células foram lavadas trés vezes com o meio. Foram
adicionados 1,5 mL de RPMI em cada poc¢o e a cultura foi mais uma vez incubada
por 3 horas sob as mesmas condi¢cdes. No final deste periodo, os sobrenadantes
foram coletados e injetados i.p. (1mL de cada pogo/animal) em animais normais. A
avaliacdo da migragédo de neutrdfilos foi feitas apds 4 horas conforme descrito no

item 4.1.1

4.5.2. Curso temporal

De forma semelhante ao item anterior, DvL (100 pg/mL) ou Vmac (200 pg/mL)
foram adicionadas a cultura de macréfagos peritoneais. O periodo de incubacéo da
cultura com os estimulos foi variado em 15, 30 e 60 minutos. Apds o téermino de cada
periodo de incubagdo os sobrenadantes eram coletados e injetados i.p. (1mL de
cada pog¢o/animal) em animais normais. A avaliacido da migracao de neutrofilos foi

feita apds 4 horas conforme descrito no item 4.1.1



4.6. Investigacao da atividade quimiotatica no sobrenadante obtido da
cultura de mastécitos estimulados com DvL ou Vmac

Apds serem semeados em placa de cultura (item 4.4.2), os mastdcitos
estimulados ou n&o com DvL (100 ug/mL) ou Vmac (200 pg/mL), foram cultivados
durante 60 minutos em estufa de CO.. O sobrenadante final foi administrado i.p. em
animais normais € a migracdo de neutréfilos foi entdo avaliada seguindo-se a
metodologia empregada no modelo de peritonite. O grupo controle geral do
experimento consistiu dos animais que receberam o sobrenadante de mastocitos

nao estimulados.

4.7. Investigacdo de atividade quimiotatica no sobrenadante de células de
baco totais estimuladas com DvL

De acordo com a metodologia descrita anteriormente no item 4.4.3. as células
de baco totais foram cultivadas e estimuladas com DvL (50, 100 e 200 ug/mL) por
um periodo de 1 hora em estufa de CO, . Apds este periodo a cultura foi
centrifugada a 1000 r.p.m por 7 minutos para retirada do estimulo e, em seguida
incubada novamente por 3 horas nas mesmas condigﬁeé: Passado este periodo, 0
sobrenadante foi coletado apds centrifugacédo da cultura e utilizado para

investigacao de atividade quimiotatica no modelo de peritonite.

4.8. Investigacao de atividade quimiotatica no sobrenadante de células de bago
aderidas e ndo aderidas estimuladas com DvL

Células aderentes de baco foram separadas das ndo aderentés e cultivadas
em placa de cultura (item 4.4.4). A cultura foi incubada com DvL (200ug/mL) em CO

por 1 hora. Em seguida o sobrenadante foi desprezado e a cultura lavada 3 vezes
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com RPMI e incubada novamente por 3 horas. Passado este periodo, a placa
contendo a cultura foi centrifugada a 1000 r.p.m por 7 minutos e o sobrenadante
obtido filtrado e utilizado no modelo de peritonite descrito anteriormente.

As células ndo aderidas na cultura de células de baco apds serem separadas
das aderida foram cultivadas em placa de Petri contendo a DvL (200 ug/mL) em CO-
por 1 hora. Apds este periodo a cultura foi centrifugada a 1000 r.p.m. por 10 minutos
e O sobrenadante descartado. Nova incubacdo foi feita por 3 horas e apds
centrifugac&o da cultura a 1000 r.p.m. por 10 minutos o sobrenadante foi coletado,
filtrado e utilizado no modelo de peritonite.

Em uma outra parte das células aderidas, apds 1 hora de estimulagdo com a
DvL, foi adicionada a cultura de células ndo aderidas. Apds um periodo de
incubacdo de 3 horas em CO, a cultura foi centrifugada a 1000 rp.m. e o

sobrenadante injetado nos animais.

4.9 Modulagao farmacolégica dos sobrenadantes das culturas de células

que apresentaram atividade quimiotatica, quando estimuladas com as lectinas

4.9.1. Modulagao farmacolégica in vivo da atividade quimiotatica do
sobrenadante de macrofagos peritoneais estimulados com Vmac

Macréfagos em cultura foram estimulados com Vmac (200 pg/mL) em CO2 por
1 hora (ver item 4.4.1). O sobrenadante final foi injetado (1mL, i.p.) em animais pré-
tratados ou ndo com: dexametasona (1 mg/Kg; s.c.) e MK-886 (1 mg/Kg; v.0.) 1 hora
antes ou com indometacina (5 mg/Kg; s.c.) 30 minutos antes do tratamento com o

sobrenadante da cultura. Os animais controle receberam apenas RPMI ip. e a

wad



avaliacdo da migracdo de neutrofilos foi feita 4 horas apos a administracdo do

sobrenadante de macréfagos estimulados com Vmac.

4.9.2. Modulacéo farmacologica in vitro da cultura de macroéfagos peritoneais
estimulados com Vmac

Em cultura de macréfagos foi adicionada : dexametasona (10 uM), MK-886 (1
uM ), indometacina (10 uM) ou RPMI. Trinta minutos apds a adi¢gdo das drogas os
macroéfagos foram estimulados com Vmac (200 ug/mL) em CO2 por 1 hora (ver item
441). Apds a incubagdo a cultura foi lavada 3 vezes com RPMI e feita nova
incubacdo com as drogas (sem a lectina) nas mesmas concentracdes durante 3
horas. Erﬁ seguida os sobrenadantes foram colhidos e utilizados no modelo de
peritonite. O grupo controle do experimento foi formado com animais que receberam

somente o sobrenadante obtido de macréfagos nao estimulados.

4.9.3. Modulagdo farmacolégica in vivo da atividade quimiotatica do
sobrenadante de células de esplénicas totais estimuladas com DvL

Células esplénicas em cultura foram estimulados com DvL (200 ug/mL) em
CO2 por 1 hora (ver item 4.4.3). O sobrenadante final foi injetado (1mL, i.p.) em
animais pré-tratados ou ndo com: dexametasona (1 mg/Kg; s.c.) e MK-886 (1 mg/Kg;
v.0.) 1 hora antes ou com indometacina (5 mg/Kg; s.c.) 30 minutos antes do
tratamento com o sobrenadante da cultura. Os animais controle receberam apenas
RPMI i.p. A avaliacdo da migracdo de neutrofilos foi feita 4 horas apés a

administracdo do sobrenadante das células estimulados com DvL.
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4.9.4. Modulagao farmacolégica in vitro da cultura de células esplénicas totais
estimuladas com DvL

A cultura de células totais de baco conforme descrito no item 4.4.3. foi
adicionada: dexametasona (10 uM), MK-886 (1 uM), indometacina (10 uM) ou RPMIL.
Trinta minutos apos a adic&o das drogas as células foram estimuladas com DvL (200
ng/mL) por 1 hora em CO,. Ao final deste periodo a cultura foi centrifugada a 1000
r.p.m. por 10 minutos e o sobrenadante desprezado. As células foram lavadas 3
vezes com RPMI e nova incubagdo foi feita com as drogas nas mesmas
concentracdes (sem a lectina). Posteriormente, os sobrenadantes foram colhidos e
utilizados no modelo de peritonite. O grupo controle do experimento foi formado com
animais que receberam somente o sobrenadante obtido de macréfagos nao

estimulados.

4.10. Efeito do anticorpo anti-TNF-a e anti-IL-8 sobre os sobrenadantes obtidos
das cultura de macrofagos estimulados com Vmac ou de células esplénicas
totais estimuladas com DvL

Os sobrenadantes finais das culturas de macréfagos estimulados com Vmac e
de células de baco totais, conforme descrito nos itens 4.4.1. e 443
respectivamente, foram incubados com 50 ulL dos anti-soros anti-TNF-a e anti-IL-8,
10 minutos antes da administracdo i.p. em animais normais. A migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal foi feita 4 horas apdés a injecdo dos
sobrenadantes. Os resultados foram entdo comparados aqueles obtidos em animais

gue haviam recebido somente sobrenadante de células nao estimulados.



4.11. Efeito do tratamento in vivo com anticorpo anti-TNF-a anti-IL-1 sobre a
migracao de neutréfilos induzida por DvL e Vmac.

Os animais foram tratados i.p. com 0,2 mL de solucdo contendo 30 pl do anti-
soro anti-TNF-a e anti-IL-1. Cinco minutos apés DvL (200 ug/cavidade) e Vmac (400
ug/cavidade) foram administradas por via intraperitoneal. A migracéo de neutréfilos
foi avaliada 4 horas apds a injecdo das lectinas. Os controles positivo de migracédo

receberam apenas as lectinas i.p. € os controles gerais receberam salina estéril i.p.

4.11. Investigagao dos pesos moleculares das substidncias quimiotaticas
presentes nos sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais e
células esplénicas totais estimuladas, respectivamente com Vmac e DvL

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais estimulados com
Vmac (200 ug/mL) e de células de bago totais estimuladas com DvL (200 pg/mL)
foram filtrados em um sistema Amicon com membrana YM-5. A fracdo retida foi
ressuspensa com RPMI ao volume inicial e injetada i.p. (1 mL/cavidade). A fracdo
filtrada foi também injetada i.p. (1 m/cavidade). A avaliacgdo da migracdo de
neutrdfilos foi feita 4 horas apds e os resultados comparados ao grupo controle
geral, constituido de animais injetados somente com RPMI e ao grupo controle
positivo da migracao, no qual os animais receberam o sobrenadante nao filtrado das

culturas de células estimuladas com Vmac ou DvL.



4.12. Investigagcao do envolvimento do dominio lectinico na atividade pro-

inflamatéria da DvL e Vmac.

As duas lectinas foram testadas nos modelos de peritonite sozinhas (DvL; 200
ug ou Vmac; 400 ug) ou associadas a uma solugdo de 0,1M de seus agucares
especifico (DvL + a-metil-manosideo ou Vmac + a-D-galactose). A avaliacdo da
inibicdo da migracdo de neutrofilos para cavidade peritoneal foi feita conforme
descrito anteriormente no item 4.1.1. Os resultados foram expressos como a média +
E.P.M. de 5 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo injetado somente com salina
(Sal) e # p <0,05 comparado ao grupo com as lectinas sozinhas. ANOVA - Teste de

Duncan

4.13. Efeito da desnaturagdo térmica das lectinas sobre a migragao de
neutréfilos induzida por DvL ou Vmac

Para demonstrarmos a importéncia da estrutura tridimensional das lectinas na
atividade pré-inflamatoria exercida por elas fizemos a desnaturagéo- das duas
proteinas em estudo. Para tanto DvL e Vmac, em solucdo, foram submetidas a
fervura durante 10 minutos. Em seguida as duas lectinas foram testadas no modelo
de peritonite, seguindo a metodologia descrita no item 4.1.1. Os resultados obtidos

foram comparados aqueles obtidos com as proteinas ndo desnaturadas.

4.14. Efeito da desmetalizagdo na atividade pro-inflamatoria da DvL

Amostras da DvL foram submetidas & desmetalizagdo através de dialise contra
EDTA 5mM, por 18 horas a 4 °C. Apds este processo a DvL(200 pg/cavidade) foi
administrada na cavidade peritoneal dos animais. A migracéo de neutrdfilos foi

avaliada 4 h ap0s a injecdo da lectina e os resultados foram expressos como a



meédia + E.P.M. de 5 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo injetado somente com
salina (Sal) e # p <0,05 comparado ao grupo com a lectina ndo desmetalizada (n&o

quelada) ANOVA - Teste de Duncan

4.15. Avaliacdo da atividade pré-inflamatéria da DvL e Vmac no modelo de
edema de pata

Os volumes das patas direitas de cada animal foram medidos
pletismograficamente antes da inje¢éo subcuténea intraplantar das lectinas em 0,1
mL de salina estéril (DvL, 200 pg/pata e Vmac, 400 pg/pata), considerando-se este o
tempo zero. Os volumes das patas foram medidos 15 e 30 minutose 1,2 ,34,8e 24
horas ap6s a administracéo das lectinas. O edema foi calculado como variagdo de
volume, ou seja, a diferengca entre o volume em um determinado tempo apds o
estimulo e volume antes do estimulo (tempo 0). As areas sob as curvas (ASC)
também foram calculadas usando o método do trapézio (LANDUCCI et al., 1995)
Os resultados foram expressos em unidades arbitrérias e comparados aqueles
obtidos das patas dos animais que foram injetados com 0,1 mL de salina em

substituicdo as lectinas.

4.16. Investigacdo do envolvimento de leucécitos no edema de pata induzido
pela DvL ou Vmac

Com o objetivo de investigar se a resposta edematogénica provocada pela
injecdo subcutanea intraplantar da DvL ou Vmac ocorreu com envolvimento de

leucdcitos, foram realizados os seguintes experimentos:
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4.16.1. Interferéncia da leucopenia na indugao de edema de pata pelas DvL ou
Vmac

Leucopenia foi induzida nos animais através do pré-tratamento diario, por trés
dias consecutivos com metrotrexate (2,5 mg/Kg; i.p.), seguindo a metodologia
descrita por Willoughby & Giroud (1969). O numero de leucdcitos no sangue
periférico apds o tratamento foi determinado em amostras de sangue coletados da
cauda dos animais, onde foi feita a contagem total e diferencial das células. Os
resultados foram comparados aqueles obtidos em animais que nao foram
submetidos ao tratamento.

Trés dias apdés a ultima injecdo de metrotrexate, DvL ou Vmac foram
administradas por via subcuténea intraplantar (200 e 400 pg/pata, respectivamente).
O edema de pata foi entdo avaliado conforme descrito no item 4.15. e os resultados

comparados aos obtidos no grupo que foi tratado somente com as lectinas na pata.

4.16.2. Analise histopatolégica do edema de pata induzido pela DvL ou Vmac
Os animais foram sacrificados 4 horas apds a injecdo subcutanea intraplantar

de Vmac (400 ug/pata) ou DvL (200 pg/pata). As patas fofam removidas, fixadas em

formol a 10%, desidratadas, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Os cortes

foram montados em laminas e corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE).

4.17. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. Para a determinagao
das diferencas estatisticas entre os grupos, os testes utilizados foram: Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Duncan ou Bonferroni. p < 0,05 foi fixado para indicar

significancia estatistica.
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lil RESULTADOS

1 As lectinas de sementes de Dioclea violacea (DvL) e Vatairea macrocarpa
(Vmac) induzem migragao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de forma
dose- e tempo-dependente

A administracao intraperitoneal das lectinas de sementes de Dioclea violacea
(DvL) e Vatairea macrocarpa (Vmac) induziu migragédo de neutréfilos para esta
cavidade de forma dose-dependente 4 horas apds a injegao (Fig. 5A e 6A). A DvL
apresentou efeito inflamatdrio crescente nas doses de 200 e 400 pg/cavidade, sendo
observado um aumento respectivo de 125% e 237% da migragcédo de neutrofilos,
quando comparado ao grupo de animais controle (Sal). Por outro lado, a eficiéncia
da Vmac em produzir inflamagdo somente ocorreu quando administrada na maior
dose utilizada (400 ug/cavidade), sendo observado nesta dose um aumento de
128%. A partir destes resultados as doses de 200 e 400 pug/cavidade foram
determinadas para a DvL e Vmac, respectivamente, nos proximos experimentos.

Com a finalidade de investigar o curso temporal desta atividade pro-
inflamatéria das lectinas, a migragédo de neutréfilos foi av;:liada 2,4,8 24 48e 72
horas ap6s a injecdo da DvL e Vmac (Fig 5B e 6B). Podemos observar que as duas
lectinas induziram aumento significativo do nimero de neutréfilos no fluido peritoneal
ja na 2% hora e que, os valores méaximos foram observados na 42 hora. Em relacéo a
DvL, os valores de neutréfilos comecaram a declinar na 8 hora e voltaram aos
valores basais somente na 48° hora. Porém, a migrac&o de neutrdfilos induzida pela
Vmac foi significativa somente até a 8 hora apds a sua administragao.

Foi demonstrado ainda que tanto a DvL como a Vmac induziram migragéo de

mononucleares para a cavidade peritoneal, entretanto com um curso
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temporal inverso aguele observado para os neutrofilos, ou seja, a migracédo de
mononucleares induzida pelas duas lectinas iniciava-se quando a de neutréfilos ¢
comegava a cair (8% hora), atingindo um pico maximo na 72* hora, onde n&o existe

mais aumento significativo de neutrofilos.
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Figura 5. A lectina de Dioclea violacea (DvL) induz migragcdo de
neutréfilos de forma dose- e tempo dependente. Painel A: Os animais
foram tratados i.p. com 1 mL de DvL (100, 200 e 400 ng/ cav). Os animais
controle (Sal) receberam o mesmo volume de salina estéril (i.p.). A
migrag&o de neutréfilos (MN) foi avaliada 4 h apés. Painel B: DvL (200ug/
cav) foi injetada i.p. e a MN determinada 2, 4, 8, 24, e 72 h apés. Os
valores da migrag&o basal de neutréfilos e de mononucleares do grupo Sal
estdo representados no tempo =zero, por circulos e tridngulos,
respectivamente. Valores expressos como média + E.P.M. de 5 animais. *

p < 0,05 comparado ao grupo Sal. ANOVA — Teste de Duncan.
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Figura 6. A lectina de Vatairea macrocarpa (Vmac) induz migragdo de
neutréfilos de forma dose- e tempo dependente. Painel A: Os animais foram
tratados i.p. com 1 mL de Vmac (100, 200 e 400 ug/ cav). Os animais controle
(Sal) receberam o mesmo volume de salina estéril (i.p.). A migracdo de
neutrofilos (MN) foi avaliada 4 h apés. Painel B: Vmac (400 pg/ cav) foi injetada
i.p. e a MN determinada 2, 4, 8, 24, e 72 h ap6s. Os valores da migragéo basal
de neutréfilos e de mononucleares do grupo Sal estéo representados no tempo
zero, por circulos e tridngulos, respectivamente. Valores expressos como média
+ E.P.M. de 5 animais. * p < 0,05 comparado ao grupo Sal. ANOVA — Teste de
Duncan.
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2. DvL e Vmac nao induzem quimiotaxia de neutréfilos in vitro

Pelos dados apresentados na figura 7, as duas lectinas: DvL (25, 50 e 100 |
ug/poco) [Fig.7A] e Vmac (100, 200 e 400 ug/poco) [Fig.7B] , quando incubadas
com neutréfilos humanos em microcdmara de 48 pogos, nao promoveram
quimiotaxia para neutréfilos, diferente daquela promovida pelo fMLP (10 ° M), o
qual por ser um agente quimiotatico direto foi utilizado como controle positivo do

experimento.

3. Efeito das mudangas na populagcdao de células peritoneais residentes na
atividade proé-inflamatéria da DvL e Vmac

Com o propdésito de estudarmos o envolvimento de células residentes sobre a
migracéo de neutréfilos induzida por DvL ou Vmac, modificamos a populagéo de

células residentes (macréfagos e mastdcitos) através das seguintes metodologias.

3.1. A migragao de neutréfilos induzida pela DvL ou Vmac ¢é inibida quando se
reduz a populagao de células residentes.

Através da lavagem da cavidade peritoneal com salina (L) foi possivel reduzir
em 90% a quantidade de células residentes, comparado ao controle (C) [Fig. 8A].
Como apresentado na figura 8B, a migracdo de neutréfilos induzida pela DvL (200
ug/cavidade) e Vmac (400 pg/cavidade) foi reduzida significativamente em 72% e
74% respectivamente, quando comparado aos resultados na cavidade nao lavada
( - ). Diferente do fMLP (10 x 10° moles/cavidade), que por interagir diretamente
com o neutrofilo ndo teve seu efeito alterado pela lavagem. Estes dados somados ao

fato de que estas duas lectinas ndo promovem quimiotaxia in vifro s&o fortes
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indicativos para um mecanismo indireto na migragéo de neutréfilos induzida por elas,

ou seja, via células residentes.

3.2. A migracgao de neutréfilos da Vmac, mas nao da DvL foi potenciada pelo
aumento da populagao de macrofagos residentes.

A populacdo de macrofagos da cavidade peritoneal foi incrementada em
116% em relagdo ao grupo controle (C) através do tratamento com tioglicolato (Tg;
3%; i.p.), trés dias antes da administrac&o da lectina (Fig. 9A). Podemos observar na
figura 9B que o incremento de macréfagos acarretou um aumento de 79% na
migracdo de neutréfilos induzida pela Vmac (400 pg/cavidade) quando comparado
ao seu efeito sem tioglicolato ( - ). Entretanto, da mesma forma que ocorreu com
fMLP (10 x 10®° moles/cavidade) o efeito quimiotatico para neutréfilo induzido pela
DvL, n&o foi alterado pela maior oferta de macréfagos. A partir destes resultados
podemos sugerir o envolvimento dos macréfagos na migragdo de neutrofilos

induzida pela Vmac.

3.3. Deplecao da populagcdao de mastdcitos ndo altera a migragao de
neutroéfilos induzida pela DvL ou Vmac

A deplecdo de mastdcitos residentes na cavidade peritoneal foi de 95% em
relacdo ao grupo controle (C) e ocorreu através do pré-tratamento crénico dos
animais com o composto 48/80 (Fig.10A). Este procedimento ndo interferiu de forma
significativa na migracdo de neutréfilos de nenhuma das lectinas utilizadas bem
con%o do fMLP (10 x 10®° moles/cavidade). Estes dados s&o sugestivos de que os
maét_f)dtos nao estejam envolvidos na quimiotaxia de neutrdfilos induzida pela DvL

ou Vmac.
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4. As lectinas de D.violacea e V.macrocarpa induzem migragao de
neutréfilos na cavidade de bolsa de ar subcutanea (“Air pouch”)

O efeito quimiotatico para neutréfilos da DvL e Vmac foi observado também
no modelo de bolsa de ar subcuténea, no qual se reproduz uma cavidade artificial
com predominio de macrofagos.

Conforme demostrado na figura 11, verificamos que a DvL (200 ug/bolsa) e
Vmac (400 pg/bolsa) promovem respectivamente, aumento significante de 660% e

587% do numero de macréfagos em relagéo ao grupo controle (Sal).
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Figura 7. As lectinas de sementes de Dioclea violacea (DvL) e Vatairea
macrocarpa (Vmac) nao induzem quimiotaxia de neutréfilos in vitro. Painel
A: DvL (25, 50 e 100 pg/mL). Painel B: Vmac (100, 200 e 400 pg/mL), foram
utilizadas como agentes quimiotaticos em microcadmaras de 48 pogos. Os
resultados foram expressos como média + EPM do n° de neutréfilos por campo,
de um total de cinco campos por pogo (6 pog¢os por grupo). RPMI e fMLP (10 °
M) foram utilizados respectivamente, como controles negativo e positivo .
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Figura 8. A migragao de neutréfilos induzida pelas lectinas de Dioclea violacea
(DvL) e Vatairea macrocarpa (Vmac) é inibida quando a populagdo de células
residentes é reduzida, pela lavagem da cavidade peritoneal. Painel A: n° de
células residentes nas cavidades ndo lavadas (C) e lavada (L). Painel B: mostras a
migracdo de neutréfilos (MN) induzida pela DvL (200 ug/cav.), Vmac (400 ug/cav.) e
fMLP (10 x 10 moles/cav.) nas cavidades iavadas (L) e n3o lavadas (=) . A MN foi
avaliada 4h apds a inje¢do dos estimulos. Os resultados foram expressos como média
+ E.P.M. de 6 animais. ** p< 0,05 comparado ao grupo C; * p< 0,05 comparado a Sal e

# p<0,05 comparado aos nos quais as lectinas foram injetadas em cavidades n&o

lavadas. ANCVA — Teste de Duncan.
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Figura 9. O aumento da populagdo de macréfagos na cavidade peritoneal
potencia a migragdo de neutréfilos induzida pela lectina de Vatairea macrocarpa
(Vmac) mas nao aquela induzida pela lectina de Dioclea violacea (DvL). Painel A:
n° de macrofagos do grupo controle (C) e dos animais tratados com tioglicolato (Tg;
3% vlv; 10 mL i.p.) Painel B: migracdo de neutréfilos (MN) induzida por salina (Sal, 1
mL) , DvL (200 pg/cav.) , Vmac (400 pg/cav) e fMLP (10 x 10° moles /cav.), nas
cavidades nao tratadas com Tg ( - ) ou tratadas (Tg). A MN foi avaiiada 4 h apds a
injecdo dos estimulos. Os resultados foram expressos como meédia + E.P.M. de 6
animais. ** p< 0,05 comparado a C; * p< 0,05 comparado a Sal e # p< 0,05 comparado
ao grupo néo tratado com Tg ( - ). ANOVA — Teste de Duncan.
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Figura 10. A deplegdo de mastécitos da cavidade peritoneal ndo altera a

migracao de neutréfilos (MN) induzida pelas lectinas de Dijoclea violacea (Dvl) e
Vatairea macrocarpa (Vmac). Painel A: populagdo de mastocitos em ratos controles
(C) e pré-tratados com o composto 48/80. Painel B: MN induzida por salina (Sal,
1mL i.p.), DvL (200 pg/cav.), Vmac (400 pg/cav.) e fMLP (10 x 10° moles/cav.) nas
cavidades ndo tratadas com 48/80 ( - ) e nas tratadas (48/80). A MN foi avaliada 4 h
apés a injecdo dos estimulos. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M.
de 6 animais . ** p < 0,05 comparado ao grupo C e * p< 0,05 comparado ao Sal
ANOVA — Teste de Duncan.
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Figura 11. As lectinas de Dioclea violacea (DvL) e Vatairea macrocarpa
(Vmac) induzem migragao de neutréfilos no modelo de bolsa de ar subcutanea.
DvL (200 pg/bolsa) e Vmac (400 pg/bolsa) foram administradas na bolsa de ar de 6
dias. A avaliagdo de neutrofilos foi realizada 6 h apds a injecdo das lectinas. Os
animais controle (Sal) receberam somente salina estéril (1 ml/bolsa). * p<0,05

comparado a Sal. ANOVA — Teste de Duncan.
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5. Dexametasona e talidomida, mas nao indometacina, MK-886, ou BN-50730,
inibem a migracao de neutréfilos induzida pela DvL ou Vmac no modelo de |
peritonite

Com a estratégia de investigarmos os possiveis mediadores quimicos
envolvidos na atividade pré-inflamatéria das lectinas estudadas realizamos o pré-
tratamento dos animais com algumas drogas anti-inflamatorias.

Na figura 12 esta demonstrado que a dexametasona (DEXA; 1mg/Kg; s.c.) e
talidomida (TALI; 80 mg/Kg; s.c.) inibiram significativamente a migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida pelas duas lectinas. A inibicdo pela
dexametasona foi de 40% para DvL e 59% para a Vmac, enquanto que a talidomida
inibiu em 43% e 58%, respectivamente, o efeito da DvL e Vmac, comparado aos
animais que receberam somente as lectinas. Por outro lado, o tratamento dos
animais com indometacina (INDO; 5mg/Kg; s.c.), inibidor da cicloxigenase, com MK-
886 (1 mg/Kg; v.0), um inibidor de leucotrieno e com o BN-50730 (10 mg/Kg; s.c.)
que age antagonizando os efeitos do PAF, ndo produziram nenhum efeito inibitorio
sobre a migragéo de neutréfilos induzida pelas duas lectinas. Considerando que a
inibicdo do efeito das lectinas ocorreu através da dexametasona, um glicocorticéide,
e da talidomida, um inibidor seletivo de TNF-o postulamos entdo que o efeito
quimiotatico para neutréfilos das lectinas na cavidade peritoneal esteja ocorrendo

através da liberag@o de citocinas por células residentes, incluindo TNF-.
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Figura 12 . Dexametasona e talidomida, mas ndo indometacina, MK-
886 ou BN-50730, inibem a migracdo de neutrdfilos induzida pelas
lectinas de V.macrocarpa (Vmac) e D. violacea (DvL). Os animais foram
pré-tratados com dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg; s.c.), talidomida (TALI;
80 mg/Kg; s.c.) e MK-886 (1 mg/Kg; v.0.), 1 h antes, ou com indometacina
(INDO; 5 mg/Kg; s.c.) e BN-50730 (10 mg/Kg; s.c.), 30 min antes da
administragéo i.p. de DvL (200 pg/cav.) Painel A e Vmac (400 ng/cav)
Painei B. Os animais controle (Sal) foram injetados com 1 mL de salina
estéril. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de 6 animais
em cada grupo. * p < 0,05 comparado ao Sal; # p< 0,05 comparado ao
grupo tratado somente com as lectinas. ANOVA — Teste de Duncan.
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6. O sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com Vmac induz
migracao de neutréfilos de forma dose- e tempo-dependente

Considerando que os resultados obtidos eram sugestivos de que a migragao
de neutrdfilos induzida pela DvL e Vmac ocorresse através da liberagdo de
mediadores quimicos por células residentes, mais possivelmente macréfagos,
testou-se a capacidade destas proteinas em estimular macréfagos, em cultura, a
liberarem substéncias quimiotaticas.

Como mostra a figura 13 a Vmac foi capaz de estimular cultura de
macrofagos de 12 horas a liberarem em seu sobrenadante uma substancia
quimiotatica para neutrofilos. Vale salientar que, esta atividade ocorreu quando a
lectina foi usada nas dose de 100 e 200 pg/mL (Fig. 13A). Os sobrenadante dos
macréfagos estimulados com a Vmac nas doses citadas, quando injetados na
cavidade peritoneal dos animais provocaram um aumento de 225% e 377%,
respectivamente, no numero de neutréfilos desta cavidade 4 horas apds a
administracdo. Ademais, foi demonstrado que a atividade quimiotatica no
sobrenadante era evidente quando a incubac@o do macréfago com a lectina ocorria
no periodo de 30 e 60 minutos (Fig. 13B). Quando -injetados em animais o0s
sobrenadantes destas culturas promoveram aumento significativo de neutréfilos na
cavidade peritoneal, 105% em 30 minutos e 240% em 60 minutos. Os percentuais
foram obtidos em relagdo aos animais tratados i.p. com o sobrenadante de
macréfagos ndo estimulados (RPMI).

Com estes resultados estabelecemos para os proximos experimentos a
concentracdo de 200 pug/mL de Vmac com um periodo de incubagdo com o
macréfago de 60 minutos. Condicbes nas quais observou-se maior efeito

quimiotatico.
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Diferente do que foi demonstrado para Vmac a DvL ndo foi eficiente em

induzir o macrofago em cultura a liberar substancia quimiotatica (Fig. 14).

7. O sobrenadante da cultura de mastocitos estimulados com DvL ou Vmac
nao apresenta atividade quimiotatica para neutréfilos

Podemos observar na figura 15 que os sobrenadantes de mastdcitos
estimulados com DvL (200 pg/mL) ou Vmac (200 pg/mL) e injetados i.p. em animais
normais ndo induziram migragdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal. Os
efeitos foram comparados aqueles obtidos com a administracdo dos sobrenadantes
da cultura ndo estimulada. Estes resultados corroboram com aquele obtido pela
deplecdo de mastocitos com o comporio 48/80. Desta forma, fica evidente que as
duas lectinas ndo estimulam a liberacdo de substancia quimiotatica pelos mastdcitos
e que em relacdo a Vmac a célula responsavel pela liberacdo desta substancia é
sem duvida o macréfago. Por outro, os resultados obtidos até esta etapa do trabalho
néo s&o esclarecedores em relagéo as células envolvidas na migracdo de neutrofilos

induzida pela DvL.
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Figura 13. O sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com a
lectina de Vafairea macrocarpa (Vmac) induz migracdo de neutréfilos de
forma dose- e tempo-dependente. Macréfagos em cultura de 12 h foram
estimulados com Vmac (50, 100 e 200 pg/poco) durante 60 min (Painel A) ou
com 200 pg/poco durante 15, 30 e 60 min (Painel B). O sobreandante
iberado pelos macréfagos foi administado i.p. em animais normais. A
avaliagdo da migragdo de neuftrdfilos foi reaizada 4 h apés. Os animais
controles receberam apenas o sobrenadante de macréfagos néo estimulados
(RPMI). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de 5 animias. *
p < 0,05 comparado a RPMI. ANOVA - Teste de Ducan.
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Figura 14. O sobrenadante da cultura de macréfagos
estimulados com DvL ndo induz migracao de neutréfilos.
Macréfagos em cultura de 12 h foram estimulados com DvL
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liberado foi administrado i.p. em animais normais. A
avaliacdo de neutrofilos foi realizada 4 h apds. Os animais
controle receberam apenas o sobrenadante de macrofagos
nao estimulados com a DvL.
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Figura 15. O sobrenadante de mastécitos em cultura estimulados

com DvL ou Vmac nao apresenta atividade quimiotatica para

neutréfilos. Mastocitos em cultura foram estimulados com DvL e Vmac

(200 pg/mL) durante 60 min. O sobrenadante obtido foi administrado

(1mL; i.p.) em animais normais e a avaliagdo da migracéo de neutrofilos

foi feita 4 h apds. O controle geral recebeu 1 mL de RPMI ip. Os

resultados foram expressos como média + E.P.M. de 5 animais.
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8. O sobrenadante de cultura de células esplénicas totais estimuladas com DvL
possui atividade quimiotatica para neutréfilos

Com o intuito de esclarecer que tipo de célula apds ser estimulada pela DvL
seria capaz de liberar fator quimiotatico para neutrofilos, resolveu-se investigar a
atividade desta lectina em cultura de células de baco totais de ratos normais.

Para tanto, DvL (50, 100 e 200 pg/mL) foi adicionada & cultura de células de
baco de 2 horas, durante 60 minutos, conforme demostrado na figura 16. O
sobrenadante colhido foi eficiente em aumentar em 530% a migragao de neutrofilos,
4 horas apods ser injetado na cavidade peritoneal de animais normais. Porém a
atividade quimiotatica foi detectada somente no sobrenadante da cultura estimulada
com a maior dose utilizada da proteina (200ug/mL). A percentagem de aumento foi
calculada em relacdo aos animais injetados com o sobrenadante de células nao

estimuladas (RPMI).

9. O efeito quimiotatico do sobrenadante de células esplénicas totais
estimuladas com DvL é depende da participagao de células aderentes e nao
aderentes 7

Para analisar quais as células da cultura de baco estimuladas com DvL
estariam liberando fatores quimiotaticos para neutrofilos, as células aderentes foram
separadas das n&o aderentes por sucessivas lavagens, e apés este procedimento
ambas foram estimuladas com DvL (200ug/m) por 1 hora. A analise da figura 17
mostra que os sobrenadantes das células aderidas e nao aderidas, cultivadas e
estimuladas com DvL separadamente, quando injetados na cavidade peritoneal nao

promoveram quimiotaxia para neutréfilo. Por outro lado, quando o sobrenadante de

células ndo aderidas era acrescentado a cultura de células aderidas estimuladas
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com a lectina, este novo sobrenadante, quando injetado na cavidade peritoneal de
animais normais promoveu um aumento de 194% no numero de neutrdéfilos, |
comparado ao grupo de animais tratados com sobrenadante de células totais ndo
estimuladas (RPMI). Estes dados indicam que provavelmente a necessidade de
diferentes células para que a DvL induza liberagéo de mediadores quimiotaticos para

neutrofilos.



Neutréfilos x 10 2/ uL

RPMI 50 100 200 Hg/poco

sob. células totaisesplénicas + DvL

Figura 16. O sobrenadante de células esplénicas totais
estimuladas com a lectina de Dioclea violacea (DvL),
induz migragcdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de ratos, de forma dose-dependente. Células
totais de baco em cultura foram estimuladas com Dw. (50,
100 e 200 ug/pogo) durante 60 min. O sobreandante
liberado pelas células foi administrado i.p. em animais
normais. A avaliagdo da migracdo de neutrdfilos foi
realizada 4 h apos. Os animais controles receberam apenas
0 sobrenadante de células néo estimulados (RPMI). Os
resultados foram expressos como meédia + EP.M. de 5
animias. * p < 0,05 comparado a RPMI. ANOVA - Teste de
Ducan.
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Figura 17. O sobrenadante de células aderidas de bago
estimuladas com DvL induz migracdao de neutrdéfilos com a
participacdo de células nao aderidas.Células de bago (totais,
aderidas e ndo aderidas) foram estimuladas com DvL (200ug/mL)
durante 60 min. Numa parte da cultura de células aderidas
estimuladas com DW., foram adicionadas as células ndo aderidas e
incubadas por 3 horas. Apés as incubagdes os sobrenadantes das
diferentes culturas foram injetados i.p. em animias normais. A
avaliacdo da migrac@o de neutrdfilos foi realizada 4 horas apds. Os
animais controles receberam apenas o sobrenadante de células n&o
estimuladas (RPMI). Os resultado foram expressos como a média +
E.P.M. de 5 animais. * p<0,05 comparado a RPMI. ANOVA - Teste de
Duncan.



10. A atividade quimotatica presente no sobrenadante de culturas de

macrofagos e células esplénicas, estimuladas com Vmac e DvlL,’
respectivamente foi inibida pela dexametasona in vivo

O pré-tratamento dos animais com moduladores farmacolégicos foi feito antes da

administrac@o do sobrenadante das culturas estimuladas com DvL e Vmac. A figura
18 mostra que somente a dexametasona (DEXA; 1mg/Kg; s.c.) foi capaz de inibir a
migracdo de neutréfilos induzida pelo sobrenadante da cultura de macrofagos

estimulada com Vmac (Fig.18A) e da cultura de células de baco totais estimuladas
com DvL (Fig. 18B) em 73% e 39 %, respectivamente, quando comparados ao

grupos nos quais os sobrenadante das culturas foram injetados em animais nao pré-
tratados com drogas ( - ). A indometacina (INDO; 5 mg/Kg; s.c.) ou MK-886 (1

mg/Kg; v.0) n&o inibiram o efeito quimiotatico dos sobrenadantes. Estes resultados

mostram que a dexametasona além de inibir a migracéo de neutréfilos induzida pela

DvL e Vmac no modelo de peritonite (Fig. 12), inibe também aquela induzida pelo

sobrenadante das culturas estimuladas por elas.

11. A pré-incubag¢ao da cultura de macréfagos e células esplénicas totais com

dexameissons inib

pi=t]

iiberagao de Tatores quimiotaticos induzida pela Vmac e

i
Y

DvL

As culturas de macréfagos e células de baco totais estimuladas,
respectivamente com Vmac e DvL, foram pré-incubadas com indometacina (INDO;
10 mM), MK-886 (1 Mm) ou dexametasona (DEXA; 10 ug/mL). O sobrenadante
destas culturas foram injetados i.p. em animais normais.

Podemos observar na figura 19 que somente o pré-tratamento da cultura com

a dexametasona foi capaz de inibir a atividade quimiotatica dos sobrenadantes
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qguando injetados i.p. nos animais. A inibicéo foi de 54% na cultura estimulada com
Vmac (Fig. 19A) e em 45% naquela estimulada com DvL (Fig. 19B), comparada ao *
grupo de animais que receberam o sobrenadante estimulado, mas sem prévio
tratamento com as drogas ( - ). Associando-se estes resultados aqueles encontrados
na figura 18 podemos sugerir que a dexametasona inibe n&o somente a liberagéo
bem como o efeito das substancias quimiotaticas presentes nos sobrenadantes de

culturas estimuladas com Vmac e DvL.

Os sobrenadantes das culturas de macrofagos e células de baco totais
estimuladas, respectivamente com Vmac e DvL, foram filirados em um sistema
Amicon com membrana YM-5. Apds este procedimento as fragdes retidas e nao
retidas foram administradas i.p. em animais normais e 4 horas apés foi feita

avaliacdo da migracdo de neutrofilos. Na figura 28 observamos que somenie as

9]

fracGes retidas na coiuna foram capazes de induzir migragdo de neutréfilos na ordem
de 173% na cultura estimulada pela Vmac (fig. 20A} € em 78% nagusia sstimuiads
g. 288B;, as percentagens foram calculadas em relagdo ao grupo de
animais tratados com sobrenadante de culturas ndo estimuladas (RPMi}. Podemos
gue estas substancias possuem pesos moleculares superiores a 5000

daltons, considerando que a membrana utilizada é permeavel somenie a

substancias com pesos moleculares inferiores.
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Figura 18 O pré-tratamento dos animais. com dexametasona mas
nao com MK-886 ou indometacina, inibe a migragio de neutrdéfilos
induzida pelo sobrenadante das culturas de mJs estimuladas
com Vmac e células totais de bago estimuladas com DvL Os
animais foram pré-tratados ou ndo com dexametasona (DEXA; 1

mg/Kg, s.c) e MK-836 (1 mgKg; vo.) 1 h antes, ou com
indometacina (INDO; 5 mg/Kg; s.c.), 30 min antes da administrago
i.p. dos sobrenadantes das culturas estimuladas comVmac (Painel A)
ou DWL (Painel B). A migrac&o de neutréfilos foi avaliada 4 h apds. Os
animais controle foram fratados com1 ml de RPML Os resultados
foram expressos como a média + EP.M de 5 animais. *p<0,05
comparado ao RPMI e #p<0,05 comparado ao grupo que recebeu
somente o sobrenadante das culturas estimuiadas. ANOVA - Teste de
Duncan.
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Figura 19. A pré-incubagdo das culturas de macréfagos e
células totais de bago com dexametasona, inibe a liberagédo de
fatores quimiotaticos para o sobrenadante das células
estimuladas com Vmac e DvL. Macrofagos (Painel A) e células
totais de bacgo (Painel B) foram incubadas com RPMI; dexametasona
(DEXA; 10 mg/mL); indometacina (INDO; 10mM) e MK-886 (1 miM),
30 min antes da estimulacdo com Vmac (200mg/mL) e DvL (200
mg/mL). A pés 60 min., os estimulos foram retirados e as drogas
novamente adicionadas as culturas e mantidas por 3h. O
sobrenadante foi injetado i.p. em ratos normais e a MN avaliada 4 h
apbs. Os animias controle foram injetados apenas com RPMI. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. de 5 animais. * p<
0,05 comparado ao RPMI; # p<0,05 comparado ao grupo que
recebeu o sobrenadante das culturas ndo tratadas com as drogas.
ANOVA - Teste de Duncan.
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Figura 20. As substidncias quimiotaticas presentes nos
sobrenadantes das culturas de macroéfagos estimulados com
Vmac e células esplénicas com DvL possuem PMs superiores a
5000 daltons. Os sobrenadantes das culturas foram filtrados em um
sistema Amicon, membrana YM-5. As fracdes filtradas e retidas foram
injetadas (1 mL; i.p.) em animais normais e a migracéo de neutrofilos
avaliada 4 horas apds. O grupo controle positivo da migragcéo recebeu
recebeu sobrenadante sem passar por esse processo. O controle
geral, recebeu somente RPMI. Os resultados foram expressos como a
média + E.P.M. de 5 animais. * p< 0,05 comparado a RPMI; # p < 0,05
comparado controle positivo. ANOVA — Teste de Duncan.
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. Anticorpo anti-TNF-a, mas ndo anti-IL-8, inibe in vivo, a migragao de
neutroéfilos induzida peia Vman o Gui

O pré-tratamento i.p. dos animais com 50 puL do soro anti-TNF-o, 5 minutos
antes da administrag&o i.p. da DvL (200 pg/cavidade) e Vmac (400 pg/cavidade},
reduziu signiticativamente em 40% e 52%, a migrac&do de neutréfilos induzida pela

Vmac (Fig 21A) e DvL (Fig. 21B), respscivamsnie. As

caioitadas am reiag8o a0s grupos tratados somente com as lectinas . Por outro lado,

o pré-tratamento com o soro anti-IL-8 n&o modificou o efeilc guimictatico das duas

lectinas. Este resuliados assoriados 20usies demonstrados na figura 12, apontam o
envolvimento de TNF-a na migracéo de neutrofiios induzida peia Dvi 2 ¥mac

Vmac e DvL é inibida, in vitro, pelo antic

com Vmac
Os sobrenadantes das culturas de macréfagos e células de baco totais

cstimuiadas, respectivamente com Vmac e DvL, foram incubados com 50 pl dos

‘Zl)

soros anti-TNF- a e anti-IL-1. Apds 10 minutos os sobrenadantes faoram colatados
administrades i.p. em animais normais. A migracdo de neutréfilos foi avaliada 4

horas apds. A figura 22 mostra que o anti- TNF- o foi capaz de inibir em 50% e

=

7% migracao de neutrdfilos induzida, respectivamente pelos sobrenadantes das

— . sk
Ierar rIITrEY isarary o
= e e py

culturas estimuladas com Vmac (Fig. 22A) ou com DvL (Fig. 228

KLl

soro anti-lL -1 inibiu em 39% 3 atividade do sobrenadante de células estimuladas

somente com DvL (Fig. 22B). As percentagsns de inibicss foram caiculadas em
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relacéo aos grupo injetados com o sobrenadante estimulado com as lectinas, sem
tratamento com os anti-soros. Estes dados reforgam 2 idéia de que o TNF-g possa -

ser uma das substancias envolvidas na quimiotaxia de neutréfilos induzida pela

. =2~ miisootiisas SSo sw s
T SaU SuycSivus Uc q <

Vmac. Entretanto, os resultados obtidos neste frabst
migragace de neuirdfiios induzida por DvL ocorre uma coordenacéo e cooperacgao

L

entre diferentes células. Esta estariam l!iberands substincizs aih

vty
FEESH

quimiotaticas entre as quais o TNF-c. e a IL-1.
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Figura 21. O pré-tratamento dos animais com soro
anti-TNF-o. ,mas ndo com o soro antidL-8, inibe a migracio
de neutrdfilos induzida pela Vmac e DvL. Os anticorpos
anti-TNF-a e anti-IL-8 foram administrados (50 ul/ ; 0,2 mL; i.p.),
5 min antes da administracdo da Vmac (400 pg/cav. Painel A) e
DWW (200 mg/cav. Painel B). A migragdo de neutrdfilos foi
avaliada 4 h apds a administragcdo das lectinas e os resultados
expressos como média + EP.M de 5 animias. * p< 005
comparado ao grupo fratado com salina i.p. (Sal) e # p< 0,05
comparado 20 grupo no qual as lectinas foram injetadas.
ANOVA - Teste de Duncan.
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Figura 22. A pré-ncubagde com soro anti-TNF-o neutraliza a
atividade quimiotatica para neutréfilos do sobrenadante das
culturas de macréfagos estimulados com a Vmac e de células de
bago com DvL. anti-IL-1 neutraliza o sobrenadante da cultura
estimulada com DvL. Macréfagos e células totais de bago em cultura
foram estimulados com Vmac (200 pg/pogo) e (DvL 200 pg/ml)
respectivamente, durante 60 min. O sobrenadante liberado foi incubado
com 50 ul dos soros anti-TNF-o. e antilL-1, durante 10 min e em
seguida administrados i.p. em animias normais. O controle positivo
recebeu sobrenadante ndo tratado e o controle negativo RPMI. A
migracdo de neutréfilos foi avaliada 4 h apés. Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. de 5 animias. * p< 0,05 comparado a
RPMI ; # p< 0,05 comparado ao controle positivo. ANOVA - Teste de
Duncan.
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15. DvL e Vmac induzem efeito edematogénico de forma dose- e tempo-
dependente.

A confirmagao da atividade pré-inflamatéria das lectinas em um outro
modelo experimental de inflamacao foi possivel através da injecdo subcutanea
intraplantar de DvL e Vmac. As duas lectinas induziram edema de pata crescente
e diretamente relacionado as doses administradas. Sendo a DvL eficiente nas
doses de 100 e 200 pg/pata, provocando respectivamente, um aumento de 128%
e 270% do volume da pata comparado ao grupo controle (Sal). A Vmac mostrou-
se edematogénica quando administrada nas doses de 200 e 400ug/pata com um
aumento respectivo de 157% e 385% do volume das patas (Fig 23B).

Na investigagé&o do curso temporal do edema induzido pela DvL e Vmac
(Fig. 23A) foi observado um pico inicial 30 minutos ap6s a administracdo das
lectinas e um pico méximo na 4® hora para Vmac e 8% para DvL, seguidos de um

decréscimo. Entretanto, 24 horas apés, o efeito edematogénico das duas lectinas

ainda era significante.




Edemsa (mlL.)

Tempo {horas}
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(unidades arbifrarias)
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Figura 23. O edema de pata induzido pelas lectinas de Dioclea violacea
(DvL) e Vatairea macrocarpa (Vmac) ocorre de forma dose- e tempo
dependente. Painel A: DvL (200 pg/ pata) e Vmac (400ug/ pata) foram injetadas
nas patas direitas dos animais, por via s.c. intraplantar. O edema foi medido 0,5
1,2, 3,4, 8 €24, h apés a inje¢cdo das lectinas, sendo expresso como a
variagdo de volume (mL) entre os intervalos de tempo e o tempo zero (valor
basal). Painel B: DvL (50, 100 e 200 pg/pata) e Vmac (100, 200 e 400 ng/ pata)
foram administradas s.c. intraplantar, a area sob a curva da variagéo de volume
de cada animal, foi calculada pelo método do trapézio. Cada barra representa a
média + E.P.M de 5 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo de animais que

receberam somente salina (Sal) . ANOVA — Teste de Duncan.
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16. Atividade edematogénica da DvL e Vmac é reduzida em animais
leucopénicos

Com o intuito de investigar se o edema de pata induzido pela DvL e Vmac
ocorre na dependéncia do numero de leucdcitos circulantes os animais foram pré-
tratados com o metrotrexate, uma droga imunossupressora que causa leucopénia
com reduc&o de polimorfonucleares.

Esta demonstrado na tabela 1 que o pré-tratamento dos animais com
metrotrexate (2,5 mg/Kg; i.p.) durante trés dias consecutivos, reduziu de forma
significativa o numero de leucdcitos totais e de polimorfonucleares no sangue
periférico em 70% e 93%, respectivamente, comparado ao controle de animais
normais. Além disso, este tratamento em nada modificou a contagem de plaquetas e
o hematdcrito dos animais. Foi possivel demonstrar uma significativa reducéo de
52% e 57%, respectivamente, no edema de pata induzido pela DvL e Vmac em
animais submetidos ao tratamento, comparados ao edema em animais normais. E
importante ainda destacar que as lectinas per si , quando injetadas na pata nao
provocam alteracées nos padrées hematologicos analisados. Estes resultado
sugerem o envolvimento de polimorfonucleares no efeitoﬁedematogénico das duas

lectinas.

17.Edema induzido pela DvL e Vmac ocorre com infiltragao celular

A figura 24 mostra em microfotografias que a administracdo subcutanea
intraplantar de DvL (200 pg/pata) e Vmac (400ug/pata) promove uma maior
infiltracdo de células nas patas quando comparadas com o infiltrado observado nos

animais tratados somente com salina.



Tabela 1. Efeito da leucopenia induzida pelo metrotrexate no edema de
pata induzido pelas lectinas de D.vilacea (DvL) e V. macrocarpa (Vmac)

Animal normal

Animal pré-tratado com

Metrotrexate #
(% de inibic&o)

Controle DvL Vmac Controle DvL Vmac
salina leucopénico
Leucécitos 6250+ 1256 5789 +897 6363+695 1478+367° 1345 + 687 1539 +101°
totais (70%) (77%) (75%)
(Células/pl) ®
Neutréfilos 1125 +205 980 + 234 1023 + 198 82+17° 63 +8° 79+10°
(células/pl)® (93%) (94%) (92%)
Plaquetas 370482 + 350578 + 360782 + 370945 + 380123 + 379290 +
(células /pl)® 13054 9768 10489 7568 9456 8234
Hematocrito 38,5+2,1 36,7+2,5 37,1+1,9 40,4 +2,3 41,9+1,9 423418
(%) °
Edema ¢ 038+0.02 148+0.05° 1,98+02°  032+0,05 0714027 0,85+0,3"
(area sob a (52%) (57%)
curva)

# Os animais foram tratados diariamente com metrotrexate (2,5 mg/Kg; i.p.) durante 3 dias.
® A contagem total e diferencial de leucécitos e a de plaquetas foram feitas em camara de Neubauer. Os valores
foram expressos como a média do n° de células + DP de 5 animais.

¢ Os valores do hematocrito foram expressos como a média da percentagem + D.P.

95

¢ Medida do edema da pata foi feita 4 h apés a injecéo subplantar de salina (controle), DvL (200 pg/pata) e Vmac

(400 pg/pata), os valores foram expressos como a média das areas sob a curva + D.P.
®* Diferencas estatisticas significativas com p< 0,05 quando comparados respectivamente ao controle (salina) e

aos animais normais tratados com as lectinas.




Figura 24. Microfotografias representando a infiltracao celular no edema de

pata induzido pela inje¢do s.c. intraplantar de DvL ou Vmac. Observa-se
claramente um aumento de células nas patas dos animais tratados com DvL(200
ug/pata) ou Vmac (400ug/pata), comparados com 0s animais que receberam salina

na pata (S). Coloracdo HE; aumento de 100 x & esquerda e 400 x a direita.
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18. Os acucares especificos da DvL e Vmac inibem suas atividades proé-
inflamatoérias

A abordagem feita neste experimento foi no sentido de demonstrar o
envolvimento dos dominios lectinicos na resposta inflamatoria induzida pelas duas
lectinas utilizadas. Assim, DvL (200 pg/cavidade) e Vmac (400 pg/cavidade) foram
administradas associadas com 0,1 M de seus respectivos acucares especificos, o-
metil-D-manosideo com a DvL e a-D-galactose com Vmac. Na figura 25 podemos
constatar que a administracdo das lectinas associadas com seus acgucares
especifico provocou significativa inibicido da migracdo de neutrdfilos na cavidade
peritoneal, sendo esta na ordem de 35% para a DvL e 34% para a Vmac, quando
comparado aos grupo nos quais as lectinas foram injetadas sozinhas. Vale salientar
que os agucares aqui utilizados n&o induziram migracéo per si. (resultados nao
mostrados)

Corroborando com os achados na literatura, mais uma vez fica evidente que
as lectinas para exercerem suas atividades biolégicas precisam interagir com outros

sistemas através de seus sitios de ligac&o & carboidratos.

19. A desnaturagao térmica abole o efeito pré-inflamatério da DvL e Vmac

Com a finalidade de investigar se a estrutura tridimensional das lectinas
estudas € importante na realizagdo de suas atividades proé-inflamatorias, estas
proteinas foram submetidas a um tratamento térmico a 100 °C por um periodo de 10
minutos. Na figura 26 esta bem demonstrado que tanto a Vmac quanto a DvL
quando desnaturadas nao induzem migracdo de neutréfilos, ou seja, o tratamento

térmico reverteu de forma significativa o efeito observado para as duas lectinas.
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20.A desmetalizacao da DvL bloqueia seu efeito pré-inflamatério

Considerando que a DvL é uma lectina possuidora de sitios de ligacdes a
metais que sdo importantes para manutencdo de sua estrutura tridimensional,
investigou-se o efeito do bloqueio destes sitios na atividade proé-inflamatdria induzida
por esta lectina. Para tanto, a DvL foi desmetalizada com EDTA e posteriormente
injetada na cavidade peritoneal dos animais. Os dados mostrados na figura 27
revelam que o blogueio destes sitios abole totalmente a migracdo de neutrofilos

induzida pela DvL, quando comparada ao grupo tratado com DvL intacta.
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Figura 25. o-metil-D-manosideo ( a.-MM) e o-D-galactose
(a2 Dgal) inibem respectivamente, o efeito pré-inflamatério
da DvL e Vmac. DvL (200 pg/cav.) e Vmac (400mg/cav.)
foram administradas i.p., sozinhas ou em associa¢éo com 0,1
M de seus respectivos agucares especificos: oMM /DvlL e

aDgal/Vmac. A migrac&o de neutrofilos foi avaliada 4 h apos e
os resultados expressos como a média + E.P.M de 5 animais. *
p< 0,05 comparado ao grupo fratado com salina (Sal) e # p <
0,05 comparado aos grupos com as lectinas sozinhas. ANOVA
-Teste de Duncan.
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Figura 26. A desnaturagcdo térmica abole o efeito
pro-inflamatério das lectinas de D.violacea e
V.macrocarpa. As lectinas, inativadas ou ndo pelo
tratamento a 100 °C por 10 min, foram injetadas por via i.p.
(Vmac; 400 pg/cav.) e (DW.; 200 ug/cav.). A migracéo de
neutréfilbs foi avaliada 4 h apdés a administracéo das
proteinas. Os resultados foram expressos como a média +
E.P.M. de 5 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo fratado
com salina (Sal) e # p < 0.05 comparado ao grupo fratado
com a lectina integra. ANOVA - Teste de Duncan.
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Figura 27. A desmetalizacdo da lectina de D.violacea com
EDTA , bloqueia seu efeito pré-inflamatério. DvL (200 ug/cav.)
desmetalizada ou n&o em dialise contra EDTA (5mM) por 18 h a
4 °C, foi administrada por via intraperitoneal. A migracéo de
neutréfilos foi avaliada 4 h apds e os resultados expressos como
a média = E.P.M. de 5 animais. * p< 0,05 comparado ao grupo
tratado com salina (Sal) e # p <0,05 comparado ao grupo tratado
com a lectina integra. ANOVA -Teste de Duncan.
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IV. DISCUSSAO

Muitas s&o as evidéncias que apontam o envolvimento de proteinas ligadoras
de carboidratos mediando o reconhecimento em uma grande variedade de sistemas
biologicos. Nos Ultimos anos, tem sido ressaltada a importancia dos carboidratos nos
mecanismos envolvidos na interacdo entre células em uma grande variedade de
fendbmenos bioldgicos. Sendo assim, a capacidade que as lectinas possuem de
interagir especificamente com carboidratos, transformaram estas proteinas em
valiosas ferramentas para variadas linhas de pesquisas bioldgicas e o campo para o
estudo e uso destas moléculas tem crescido intensamente.

Na resposta inflamatéria aguda ocorre o recrutamento de neutrdfilos do
sangue para o tecido injuriado, onde estdo envolvidos processos complexos e
multimediados, nos quais estéo incluidas interagcdes seqgilienciais entre os neutrofilos
e células endoteliais e componentes da matriz extracelular. O controle destes
mecanismos envolve a ativacdo de receptores presentes nas células endoteliais e
sanglineas bem como a expressdo de glicoproteinas adesivas na membrana
celular. (McEVER, 1992).

A adesdo ao endotélio € um pré-requisito para a infiltracdo dos neutroéfilos no
local da inflamac&o. Este processo € mediado por glicoproteinas denominadas
selectinas, que através de dominios lectinicos reconhecem e interagem de forma
especifica com carboidratos de superficie.

A participacéo deste tipo de interagcdo tem sido confirmada na comunidade
cientifica, por uma série de estudos, como por exemplo a demonstracéo de que a E-
seletina apresenta efeito quimiotético para neutréfilos in vitro, embora este ndo tenha
sido ainda demonstrado in vivo (LO ef al., 1991) e a atividade quimiotatica para

neutrofilos de um fator liberado de macréfagos estimulados com LPS foi inibida por
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D-galactose in vitro e in vivo (CUNHA & FERREIRA, 1986; DIAS-BARUFFI ef al.,
1993). Nesse sentido, o nosso grupo de pesquisa demonstrou uma atividade anti-
inflamatoria para algumas lectinas vegetais, ligadoras de glicose-manose ou N-
acetilglicosamina, em trés diferentes modelos de inflamacdo experimental: 1.
Inibicdo da migracéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos, no modelo
de peritonite; 2. Atividade anti-edematogénica em ratos, no modelo de edema de
pata (ASSREUY ef al, 1997; ALENCAR ef al, 1999) 3. Inibicdo dos eventos
inflamatérios celulares e vasculares e da les&o urotelial induzida por ciclofosfamida
em camundongos, no modelo de cistite hemorragica (ASSREUY ef al., 1999).
Nesses, o efeito inibitério foi melhor observado em eventos inflamatérios
associados & infiltracdo de neutréfilos nos sitios inflamados. Mais recentemente
demonstramos a atividade pro-inflamatdria da PSP-I/PSP-ll, uma espermadesina
suina (ASSREUY et al., 2001). E importante ressaltar que em todos esses modelos
experimentais, o tratamento dos animais com as lectinas, associadas a seus
carboidratos especificos , reverteram os efeitos desencadeados pelas mesmas.
Estes dados apontam claramente o envolvimento de carboidratos nas atividades
biolégicas demonstradas por estas proteinas.

Neste trabalho, 'a DvL e a Vmac foram capazes de induzir a migracdo de
neutrofilos @ mononucleares para a cavidade peritoneal de ratos, de forma dose- e
tempo- dependente. O padréo celular na cavidade apds a inje¢ao das lectinas, foi
caracteristico de um processo inflamatério agudo, com um influxo de neutréfilos nas
primeiras horas e valores maximos na 4° hora, retornando aos valores basais entre
24 e 48 horas para a DvL e 8 e 24 horas para a Vmac. Entretanto, a DvL mostrou-se

mais potente, sendo eficiente nas doses de 200 e 400ug/cavidade, enquanto a Vmac

induziu migracéo de neutréfilos somente na dose 400ug/cavidade, e com menor
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intensidade. O curso temporal da migracédo de mononucleares ocorreu inversamente
aquela verificada para os neutréfilos, ou seja, a propor¢édo que o numero de |
neutréfilos declinava havia aumento de mononucleares, sendo que os valores
maximos destas células foram encontrados 72 horas apds as lectinas serem
administradas.

Com o intuito de investigarmos a participacdo de células residentes,
principalmente macréfagos e mastocitos, na resposta inflamatéria induzida pelas
duas lectinas no modelo de peritonite, foram feitas modificagées no padréao destas
células na cavidade peritoneal, através de metodologias ja& descritas anteriormente
na literatura.

Verificou-se que a deplecao de células peritoneais residentes pela lavagem
da cavidade, levou a uma reducéo significativa da migragdo de neutréfilos induzida
pela DvL e Vmac. Estes resultados apontaram para a hipétese de que a migragéo de
neutrofilos induzida pelas duas lectinas fosse dependente da atividade de células
residentes. Corroborando com esta idéia, demonstramos ainda que as duas lectinas
ndo induziam quimiotaxia para neutréfilos no modelo in vitro, no qual os neutrofilos
foram separados das demais células. Ademais, néo existe relatos na literatura de
lectinas vegetais que induzam migragdo de neutréfilos por mecanismo direto.
Entretanto, alguns estudos tém demonstrado a capacidade de lectinas de plantas
em induzir migracao de neutrdéfilos via células residentes, como exemplo citam-se a
ConA, lectina de Canavalia ensiformes e a Canatoxina, uma proteina ligadora de
acucar, também presente nesta semente (RODRIGUEZ et al., 1992; BARJA-
FIDALGO et al., 1992).

Quando a populacdo de macréfagos da cavidade peritoneal foi potenciada

pelo tratamento dos animais com tioglicolato, observamos um aumento significativo



105

da resposta inflamatéria induzida somente pela Vmac. Porém, a migragéo de
neutrdfilos induzida pela DvL nao foi afetada pelo aumento destas células. Sendo
assim, ficou clara a participacdo do macréfago na migracéo de neutréfilos induzida
pela Vmac. Por outro lado, nédo podemos descartar a idéia de que os macréfagos
sejam necessarios na migracéo de neutréfilos induzida por DvL, considerando que
no modelo de bolsa de ar subcutdnea, onde se tem uma cavidade criada
artificialmente com uma populacdo celular formada por fibroblastos e macréfagos
“likes”, as duas lectinas quando nela injetadas, promoveram migracéo de neutréfilos
de forma mais intensa do que aquela demonstrada no modelo de peritonite.

Esta bem demonstrado na literatura a participagdo de células residentes
(macréfagos, mastocitos e linfécitos) controlando a migracdo de neutréfilos na
resposta inflamatéria através da liberacdo de fatores quimiotaticos como os
leucotrienos (RANKI ef al., 1990), componentes do sistema complemento (WHALEY
& FERGUNSON, 1981) e citocinas, principalmente a IL-1, IL-8, TNF-o (STARUCH &
WOOD, 1985) e o fator quimiotatico para neutréfilos liberado por macréfago (MNCF)
([ CUNHA & FERREIRA, 1986]).

Anteriormente, varias pesquisas foram conduzidas éom intuito de investigar o
mecanismo pelo qual algumas substancias exégenas como a carragenina, zymosan
e LPS ou mediadores quimiotaticos como a IL-1, TNF-o. e IFN-y induzem migracéo
de neutréfilos. Os resultados demonstrados s&o evidentes de que estas substancias
induzem o recrutamento de neutréfilos por um mecanismo indireto, no qual os
macrofagos residentes, parecem ser a célula responsavel pelo controle deste
processo (SOUZA & FERREIRA, 1985; FACCIOLI et al, 1990;RIBEIRO et al,

1990).Entretanto, foi demonstrado por Ribeiro e colaboradores (1997) que o fMLP e
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o C5a induzem migracéo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos, por um
mecanismo independente de células residentes.

De acordo com Souza e colaboradores (1988) a migracédo de neutréfilos
induzida pela administracdo de carragenina ou zymosan na cavidade peritoneal
diminui quando a cavidade é depletada de células residentes e aumenta com o pré-
tratamento com tioglicolato. A participacdo dos macréfagos no recrutamento de
neutrofilos foi também demonstrada por Cunha & Ferreira (1986). Estes autores,
observaram que o LPS quando administrado na cavidade peritoneal de ratos,
induzia migrac&o de neutrofilos através da liberacdo por macréfagos de um fator
quimiotatico para neutrofilos (MNCF).

Os mastocitos tém um importante papel nas respostas alérgicas e nos
processos inflamatorios. Estas células liberam medidores que apresentam atividade
quimiotatica para neutréfilos, incluindo o LTB4 (FREELAND ef al., 1988) e algumas
citocinas como a IL-8 e TNF-a (RIBEIRO et al., 1991; GORDON et al., 1990).

Com a finalidade de investigar o papel dos mastécitos na resposta
inflamatéria da Vmac e DvL, o numero destas células foi reduzido em 95% pelo
tratamento dos animais com o composto 48/80. Quando as duas lectinas, DvL e
Vmac, foram injetadas intraperitonealmente, a reducdo de mastdcitos ndo afetou a
migracdo de neutréfilos induzida por nenhuma das lectinas estudadas. A partir
destes resultados, ficou evidente que os mastocitos ndo estavam envolvidos no
recrutamento de neutréfilos induzido pela DvL ou Vmac.

A modulacdo farmacologica da resposta inflamatéria induzida pela DvL ou
Vmac foi realizada pré-tratando os animais com alguns bloqueadores
farmacolégicos. No rastreamento da participacdo de derivados lipidicos, foram

utilizados a indometacina, inibidor especifico da enzima cicloxigenase, o MK886,
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inibidor especifico de lipoxigenase ou um antagonista do receptor de PAF, BN50730.
Além destes, os animais receberam também um glicocorticdide, a dexametasona ou
um inibidor seletivo de TNF-o, a talidomida. Nesse protocolo experimental,
observou-se que somente a dexametasona e a talidomida foram capazes de inibir a
migracdo de neutrdfilos induzida pelas duas lectinas. Estes resultados deram
suporte para se descartar o envolvimento de mediadores quimicos originados do
metabolismo do acido araquidénico: prostaglandinas e leucotrienos, além de
excluirem também a participacdo do PAF. Ademais, s&o sugestivos da participacéo
de citocinas, inclusive TNF-o.. Esta hipotese é fortalecida por achados na literatura
nos quais atribuem aos glicocorticdides o bloqueio da transcricdo do RNA
mensageiro de determinadas citocinas, do tipo TNF-«, IL-1 e IL-8, com consequente
inibicdo da sintese destes fatores protéicos por macréfagos (BEUTLER ef al., 1986;
BARNES & ADCOCK, 1993; AUPHAN ef al., 1995; WILCKENES & DeRIJK, 1997). E
importante ressaltar que, além de inibir a producdo de citocinas, os glicocorticoides
também reduzem a expressdo de seus receptores (BARNES & ADCOCK, 1993). A
idéia de que TNF-o esteja envolvido no efeito pré-inflamatério da DvL e Vmac é
corroborada com os dados encontrados na literatura de que a talidomida suprime de
forma seletiva a producéo desta citocina através da degradacéo do RNA mensageiro
(MOREIRA et al., 1993).

Com a finalidade de comprovar a hipotese de que a migragdo de neutréfilos
induzida pela Vmac e DvL fosse mediada por células residentes, particularmente
macrofagos, através da sintese e liberagdo de mediadores inflamatdrios por estas
células, inicialmente foi avaliada a capacidade destas duas lectinas em estimular

culturas de macréfagos a liberarem mediador(es) pré-inflamatério(s).
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Os resultados dessa nova investigacdo demonstraram que macrofagos
peritoneais de ratos, in vitro, estimulados com doses crescentes de Vmac, liberaram
no sobrenadante da cultura de forma dose- e tempo-dependente, uma substancia
que quando injetada na cavidade peritoneal dos animais induzia migracdo de
neutrdfilos. Por outro, a DvL n&o foi eficiente em estimular a liberacéo de substancia
quimiotatica.

Estes resultados confirmam a hipotese inicial de que o efeito ativador da
migrac&o de neutrdéfilos induzido por Vmac € dependente da interacdo desta lectina
com macrofagos, provavelmente através da ligagdo com receptores de membrana.
Vmac induz a liberagéo de fator (es) quimiotatico (s) para neutréfilo. Esta idéia é
suportada pelos relatos da literatura que conferem ao macréfago um papel de célula
de alarme na resposta inflamatdria via liberag&o de citocinas como IL-1, IL-8 e TNF-
o. Ratificando a importancia do macréfago no controle da migragéo de neutréfilos
durante o processo inflamatério, Ribeiro e colaboradores.(1995) demonstraram que
culturas de macréfagos estimulados com IL-1B ou LPS, liberam um RNA de baixo
peso molecular o qual amplifica a resposta inflamatéria através da liberacdo de
citocinas.

Apesar dos resultados obtidos até esta etapa do trabalho ndo serem
esclarecedores em relagdo ao tipo de célula residente envolvida na resposta
inflamatoria induzida pela DvL, sua agéo indireta era evidente, fundamentado nos
seguintes fatos: 1) A deplecdo de células residentes da cavidade peritoneal diminuiu
de forma significativa a migracdo de neutréfilos induzida por DvL; 2) A DvL ndo
induziu quimiotaxia de neutréfilos in vifro e 3) induziu migracdo de neutréfilos no

modelo de bolsa de ar subcutéanea. Esta dltima afirmacdo torna mais evidente a
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participacdo do macréfago entretanto, a elucidacdo de quais células estariam
modulando esta atividade, implicava em maiores investigacoes.

Varias pesquisas tém sido conduzidas com o intuito de comprovar a
importancia da cooperacéo celular na inducéo da liberagéo de citocinas por algumas
lectinas vegetais. Gatner e colaboradores (1996) demonstraram que linfocitos de
nodulos linféides, timicos ou esplénicos quando coestimulados na presenca de
células de Kupffer e estimulados com ConA, anti-CD3 ou enterotoxina B de
Estafiloccocus, levam a um aumento da producdo de IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-2 e IL-6.
Outras lectinas, como a jacalina, presente nas sementes de jaca, induzem a
secreg¢ao de interleucinas em populacbes mistas de células do sangue periférico
humano in vifro (PBMC)([BLASCO et al, 1995). Esta proteina induz também
proliferacdo seletiva de linfocitos T CD4+ a qual € abolida quando as células
aderentes s&o removidas da cultura. Ainda neste contexto, foi demonstrado que
baixas concentracdes de macréfagos levam a menor estimulagao de linfécitos T pela
ConA e menor resposta proliferativa (PEACOCK et al., 1990). Por outro lado, ha
lectinas como o mitégeno PWM, que sobre linfécitos humanos, induzem a producgéo

de citocinas (IL-2, GM-CSF e TNF-a) por um mecanismo direto, sem necessitar de

células acessodrias (WALLAYS & CEUPPENS, 1993).

Com base nestas informagdes, foi aventada a hipétese de que a DvL para
induzir resposta inflamatéria poderia necessitar de outras células além do
macréfago. Assim foi testada a capacidade da DvL em estimular uma cultura mista
de células a liberar fatores quimiotaticos. Para tanto utilizamos a cultura de células
esplénicas. Os dados desta nova estratégia experimental mostraram que a DvL
quando incubada por 1 hora com células esplénicas totais induzia de forma dose-

dependente a liberacdo no sobrenadante de uma substéncia capaz de promover a
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migracdo de neutréfilos quando injetada intraperitonealmente. Por outro lado,
quando as células esplénicas foram separadas naquelas que aderiam ou nao na
placa de cultura, observou-se que, os sobrenadantes desta duas novas culturas
estimuladas com DvL ndo apresentavam atividade quimiotatica de neutrdfilos
guando injetados na cavidade peritoneal. No entanto, surpreendentemente, a
atividade quimiotatica era verificada no sobrenadante da cultura de células
esplénicas aderidas estimuladas com DvL, quando acrescentava-se a estas células
a cultura de células ndao aderidas. Com base nestes resultados e em face dos
conhecimentos anteriormente relacionados, especulamos que o mecanismo pelo
qual a DvL induz migracédo de neufrofilos possivelmente, seja um processo
multimediado que segue as seguintes estapas: 1.a DvL interage inicialmente com
receptores localizados na membrana de macréfagos. 2. o macréfago estimulado com
a lectina libera substancias ativadoras de linfocitos e finalmente 3. os linfocitos
ativados liberam fatores quimiotaticos para neutréfilos.

Esta idéia é fundamentada com a demonstragéo anterior de que a DvL induz
a producdo de TNF-a e IL-10 em culturas de PBMC de humanos e producgéo de NO
em culturas de macréfagos peritoneais de camundongos (CAVADA et al., 2001).
Além disso, a liberacdo por macréfagos de fatores ativadores de linfocitos (LAF) foi
demonstrada ainda nos anos 1970, através da deteccdo destes fatores no
sobrenadante de células aderentes de sangue periférico humano (GERSON &
KONDON, 1971) .Posteriormente este fator foi renomeado como IL-1 e hoje, sabe-se
qgue varias substancias sdo capazes de induzir a produgdo desta citocina em
monocitos e macrofagos, entre estas citam-se: fatores exégenos como endotoxinas,

exotoxinas, hemaglutininas de virus e protozoarios (DURUM & OPPENHEIM, 1989)
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e substancias endégenas como C5a , TNF-o (DINARELLO et al., 1986) e a propria
IL-1 (WARNER et al., 1987).

Ratificando ainda a idéia anterior € importante ressaltar que, o papel dos
linfécitos na migragéo de neutrdfilos tem sido fortemente sugerido e esta claro na
literatura que estas células medeiam a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de ratos através da liberacéo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1,
IL-8 e TNF-oo (ROBINSON et al., 1993). Foi demonstrado ainda, que linfocitos
incubados com ConA e PHA liberam, no sobrenadante um fator que quando injetado
intraperitonealmente induz migracao de neutrdfilos (KLEIN et al., 1995).Na mesma
linha de evidéncia, comprovou-se que a deplecao de células T com anticorpos leva a
reducdo da migracdo de neutréfilos induzida pela injecdo intraperitoneal do
Mpycobacterium em ratos imunizados (APPELBERG, 1992).

Com base nos resultados obtidos até entdo, novos protocolos experimentais
foram planejados no sentido de caracterizar parcialmente a(s) substancia(s)
quimiotaticas para neutrofilos presente (s) nos sobrenadante das culturas de células
estimuladas com DvL ou Vmac. Inicialmente foi realizado um estudo de modulagéo
farmacoldgica dividido em duas etapas: a primeira etapa consistiu do tratamento dos
animais com dexametasona, indometacina e MK 886, antes da administracao
intraperitoneal dos sobrenadantes das culturas de células estimuladas com DvL ou
Vmac. Na Segunda etapa, as culturas de células antes de serem estimuladas com
as lectinas, foram incubadas com as mesmas drogas, sendo o sobrenadante final
injetado nos animais. Observou-se no primeiro protocolo que a dexametasona, mas
ndo a indometacina ou MK 886, foi capaz de inibir a migracdo de neutréfilos
induzida pelos sobrenadantes das culturas estimuladas por DvL ou Vmac. O mesmo

resultado foi observado no segundo protocolo, ou seja, somente a dexametasona foi
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eficiente em inibir a liberac&o do (s) fator(es) quimiotatico(s) pelas culturas de células
estimuladas por DvL ou Vmac. Este conjunto de dados sugere que a dexametasona
além de inibir a liberacdo desta(s) substancia(s) pelas células estimuladas com
estas lectinas, inibe também sua atividade quimiotatica para neutrofilos in vivo.
Dando prosseguimento ao estudo da caracterizacdo parcial desta(s) substancia(s),
os sobrenadantes da cultura de células estimuladas com DvL ou Vmac foram
filtrados em um sistema AMICON. Este procedimento mostrou que estas substancias
apresentam pesos moleculares superiores a 5000 Daltons. Considerando que as
citocinas apresentam pesos moleculares superiores a 6000 Daltons e que a
dexametasona inibe a sintese destas substancias, os resultados observados nesta
abordagem s&o fortemente sugestivos de que as substancias quimiotaticas liberadas
por culturas de macrofagos ou células esplénicas totais estimulados,
respectivamente com Vmac e DvL, podem tratar-se de citocinas pré-inflamatérias.
Com o intuito de investigar quais os tipos de mediadores que estariam sendo
liberados pelas células ativadas pela DvL ou Vmac, os sobrenadantes das culturas
destas células foram pré-incubados com os soros durante 10 minutos e em seguida
foram administrados na cavidade peritoneal dos animais. Observou-se que anticorpo
anti-TNF-«, mas nao o anticorpo anti-IL1-8 neutralizou a atividade da(s)
substancia(s) liberada(s) pelos macrofagos estimulados com Vmac. Por outro lado, a
neutralizacdo da(s) substancia(s) liberada(s) pela cultura de células esplénicas
estimuladas por DvL, foi observada com os dois anticorpos (anti-IL-1-8 e anti-TNF-a)
Neste mesmo sentido, os animais foram pré-tratados com os anticorpos anti-TNF-o
e anti-IL-8, 5 minutos antes da administracéao da DvL ou Vmac. Verificou-se que o
anticorpo anti-TNF-a, mas ndo o anti-IL-8 foi capaz de reduzir a migracédo de

neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida pelas duas lectinas.



Os dados obtidos nesta investigacdo deram suporte para a formulagéo das
seguintes hipéteses: 1) O TNF-a esta sendo liberado por macréfagos estimulados
com a Vmac in vitro, e por ser um agente quimiotatico indireto (FACCIOLI et al.,
1990) causa migracdo de neutrofilos in vivo via liberacdo de quimiocina(s) por
macrofagos; 2) Considerando a IL-1 como um fator ativador de linfécitos, esta
citocina esta sendo liberada por macréfagos estimuladas com a DvL e apds ser
liberada, induz a liberacéo de TNF-a linfécitos, e da mesma forma como foi sugerido
para a Vmac, esta citocina induz a migragcéo de neutrofilos in vivo, nao interagindo
diretamente com neutrofilos, mas através da liberagdo de quimiocina(s) por

macréfagos residentes na cavidade peritoneal. (Figuras 28 e 29)
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Figura 28. Hip6tese de mecanismo para o efeito pré-inflamatério da
Vmac. A migracdo de neutréfilos induzida pela Vmac ocorre através dos
seguintes eventos: (1) interagdo dos dominios lectinicos de Vmac com
receptores glicidicos localizados na membrana dos macréfagos, levando a
ativacdo do macrofago € a (2) liberagdo de uma substancia pro-
inflamatéria (3, 4) Apos ser liberado (TNF-o ?) induz quimiotaxia de

neutréfilos via liberagdo de quimiocinas por macrofagos.
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Figura 29. Hipdétese de mecanismo para o efeito pré-inflamatério da
DvL. A migracdo de neutréfilos induzida pela DvL ocorre através dos
seguintes passos: (1) interagdo dos dominios lectinicos de DvL com
receptores glicidicos localizados na membrana dos macréfagos, levando a
ativacdo do macrofage e a (2) liberagzéo de uma substancia ativadora de
linfécitos (IL-1 ?) (3, 4)) Apds ser liberada (il-1 ?)induz o linfécito a liberar
uma substéncia pro-inflamatéria (TNF-a ?) (5) ao ser liberada induz

quimiotaxia de neutréfilos via liberagdo de quimiocinas por macréfagos.
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A atividade pré-inflamatéria da DvL e Vmac foi confirmada também no modelo
experimental de edema de pata. As duas lectinas apresentaram atividade
edematogénica de forma dose- e tempo-dependentes. Foi demonstrado
anteriormente na literatura que o edema de pata induzido por carragenina €
dependente do numero de leucdcitos circulantes (VAN ARMAN & CARLSON, 1974;
Di ROSA et al., 1971). Considerando que a resposta inflamatéria desencadeada pela
administracdo das DvL e Vmac na cavidade peritoneal foi um processo dependente
da secrecdo de mediadores inflamatorios por células residentes, decidiu-se
investigar a participacéo dos leucdécitos na resposta edematogénica induzida pelas
duas lectinas utilizadas. Assim, foi demonstrado que o tratamento com o
metrotrexate, uma droga imunossupressora, reduziu significativamente o numero de
leucdcitos totais sendo mais acentuada a reducao de polimorfonucleares (PMN) do
sangue periférico. A sugestdo do envolvimento de leucdcitos, principalmente de
PMN no efeito edematogénico das duas lectinas foi consistente com o fato de que o
edema de pata da DvL e Vmac foi significantemente reduzido nestas condicbes Esta
idéia foi confirmada com a andlise histopatolégica das patas dos animais tratados
com as lectinas, que demonstra um aumento de infiltrado celular.

O efeito inibitorio por carboidratos especificos € um modelo classico de
demostrar o envolvimento do dominio lectinico na atividade biologica de uma lectina.
Nesse sentido, no presente trabalho foi analisado o efeito inibitério dos agucares: a-
metil-D-manosideo e «-D-galactose, inibidores especificos da DvL e Vmac,
respectivamente, sobre a migracdo de neutréfilos induzida por estas proteinas no
modelo de pemoite. A associacédo da DvL ao a-metil-D-manosideo resultou na
inibicdo em 42% da migracao de neutréfilos desencadeada por esta lectina, sendo

que em relacdo a Vmac, observou-se reducdo deste efeito em 35%, quando
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associada & a-D-galactose. E importante ressaltar que a-metil-D-manosideo e a-D-
galactose quando administrados i.p. néo causam nenhum efeito sobre a migracéo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal (resultados ndo mostrados). Com estes
resultados ficou evidente de que o efeito estimulador sobre a migracdo de neutréfilos
das duas lectinas deve ocorrer de forma indireta através da interacdo entre os
dominios lectinicos presentes na DvL e na Vmac com receptores glicidicos
localizados na membrana de macréfagos. Estas células ativadas devem liberar
fétores que bodem estar desencadeando uma cascata de quimiocinas in vivo. Além
disso, a idéia de que a atividade pré-inflamatdrias destas lectinas ocorra via
reconhecimento de estruturas glicanas presentes nas superficies de macrofagos,
esta relacionada com as diferencas nos mecanismo pelos quais as DvL e Vmac
induzem migragdo de neutrofilos, considerando que as duas lectinas além de
reconhecerem diferentes carboidratos sao diferentes estruturalmente.

A maneira de demonstrar a importancia da estrutura tridimensional das
proteinas para a funcéo bioldégica que exercem € alterar esta estrutura e determinar
o efeito que isto causa nesta funcéo. As proteinas podem ser desnaturadas pelo
aquecimento, embora a temperatura precisa na qual o processo ocorre possa variar
e o seu efeito nem sempre seja irreversivel. Com este objetivo, DvL e Vmac, em
solucdo, foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos. Observou-se que a
desnaturacdo das duas proteinas bloqueou o efeito de ambas na migragcéo de
neutréfilos no modelo de peritonite. Além disso, este tratamento reverteu também a
atividade hemaglutinante in vitro de DvL e Vmac (resultado n&o mostrado). Assim,
fica evidente que a estrutura tridimensional destas proteinas € critica para o

exercicio de suas funcdes pro-inflamatorias e hemaglutinantes. Este dados



contribuiram também para excluir a hipétese de que a migragcdo de neutréfilos
induzida por DvL ou Vmac fosse devido a contaminacdo com LPS.

Muitas lectinas mostram-se sensiveis a presenca de ions metalicos para
exibirem suas atividades (VASCONCELOS et al., 1991). Tem sido demonstrada o
envolvimento de sitios especificos para metais na estabilizacdo do complexo lectina-
receptor (LORIS et al., 1993). Os ions, principalmente Ca*?e Mn*?,quando ligados a
seus sitios parecem exercer um efeito estabilizador no sitio de ligacdo a
carboidratos, o que explica porque a ConA e outras lectinas desmetalizadas ndo
interagem com carboidratos (VASCONCELOS et a/,, 1991). Com a finalidade de
verificarmos a importdncia da estabilizaggdo do complexo Dvl-ligante na
manifestagéo de sua atividade pro-inflamatéria, apés ser quelada com EDTA a DvL
foi testada no modelo de peritonite. Verificou-se que o bloqueio do sitio de ligacéo a
metais reverteu totalmente a migracdo de neutréfilos induzida por esta proteina.
Estes dados sdo sugestivos de que para a DvL exercer sua atividade pré-
inflamatéria € necessario que os sitios de ligacdo a metais presentes nesta proteina
estejam ocupados com ions e assim estabilizando a ligacdo da lectina com seu
ligante.

Esta bem demonstrado na literatura que as diversas atividades biolégicas
exercidas pelas lectinas ocorre devido ao fato destas reconhecem e interagirem com
estruturas glicanas complexas presentes em glicoproteinas. Ademais, alguns
estudos tém demonstrado que o sitio de reconhecimento e interacdo com
monossacarideos tem um papel chave na ligacdo dessas estruturas complexas.
Desta forma, uma simples unidade monossacéridica, pertencente a estrutura, é
reconhecida pela lectina e complexa-se com seu sitio ativo, além disso, s&o

estabelecidas interagbes ndo covalentes na interface entre as duas moléculas, as
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quais estabilizam a ligacdo da lectina ao seu receptor.(BOURNE ef al, 1992;
BOURNE ef al,, 1994). Desta forma, € evidente, que cada lectina apresente uma
maneira especifica de associar-se com seus ligantes, e estas diferencas estdo
relacionadas com o sitio de ligac&o a carboidrato.

Neste trabalho, demonstramos que as lectinas de sementes de Dioclea
violacea (DvL) especifica por glicose-manose e de Vatairea macrocarpa (Vmac)
especifica por galactose exercem efeito pré-inflamatorio induzindo migracédo de
N neutrofilos em cavidades peritoneais, bolsa de ar subcuténea e na pata. Além disso
ficou sugerido que a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida
pela DvL ou Vmac ocorre através da liberacdo de citocinas por células residentes
Apesar das duas lectinas induzirem um mesmo tipo de atividade bioldgica a analise
comparativa dos resultados obtidos mostrou diferentes padrées de resposta. Estes
resultados sdo coerentes considerando que a DvL e Vmac, além de reconhecerem
diferentes ligantes presentes na superficie celular, abresentam também diferencas
estruturais. Entretanto, mais investigacdes s@o necessarias para determinar, com
mais clareza os mecanismos pelos quais as duas lectinas utilizadas exercem suas
atividades proé-inflamatérias.

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo, somados aos dados da
literatura, mostram que a resposta inflamatéria envolve uma série de reacdes
complexas e que, apesar de atuar sempre no sentido de destruir, diluir ou bloguear o
agente agressor, pode apresentar variagcbes quantitativas de acordo com as
caracteristicas do tecido lesado ou érgao afetado, do agente lesivo e das condigdes
fisiologicas do organismo (SEDGWICK & WILLOUGBY, 1985). Desta forma, para

buscar meios de controlar a resposta inflamatéria € necessario que haja uma melhor
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compreensdo de seus mecanismos. Nesse sentido, as lectinas se mostram

ferramentas promissoras.
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V. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados pelo presente trabalho pode-se concluir
que:
As lectinas de sementes de Dioclea violacea (DvL) e Vatairea macrocarpa
(Vmac) apresentam atividade pro-inflamatéria no modelo de peritonite, edema de
pata e bolsa de ar subcutanea;
2, DvL e Vmac, apesar de apresentarem quimiotaxia in vivo ndo sdo habeis em
induzir esta atividade in vitro;
3. A migracéo de neutréfilos induzida pela DvL e Vmac ocorre através de um
mecanismo indireto, dependente de células residentes;
4. A Vmac induz o macréfago a liberar uma substéncia com atividade
quimiotatica para neutréfilos de peso molecular superior a 5000 Daltons;
8. A DvL quando incubada com células esplénicas totais induz a liberacgdo de
uma substancia de peso molecular superior a 5000 Dalton;
6. As substancias liberadas pelas células induzidas por Vmac ou DvL tém suas
liberacbes e efeitos inibidos por dexametasona e talidomida, mas nao por
indometacina, MK-886, excluindo-se assim o envolvimento de metabdlitos de
cicloxigenase e de lipoxigenase como mediadores;
7. A atividade quimiotatica para neutrdfilo da substancia liberada por macréfagos
estimulados com Vmac € inibida com o anticorpo anti-TNF-o, sugerindo assim o
possivel envolvimento desta citocing;
8. A atividade quimiotatica da substancia liberada pela cultura de células
esplénicas totais induzidas por DvL € inibida pelos anticorpos anti-IL-1 e anti- TNF-a,

sugerindo que a resposta inflamatéria desta lectina seja multimedida por estas

citocinas;
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9. O edema de pata induzido por DvL e Vmac é reduzido em ratos leucopénicos
e 0 histopatoldgico das patas mostra infiltrado celular, sugerindo o envolvimento de
leucécitos;

10. DvL e Vmac parecem induzir quimiotaxia por diferentes mecanismos,
entretanto as duas proteinas agem através da interacdo de seus dominios lectinicos
com glicoproteinas presentes na membranas de células residentes;

11. A manutencdo da estrutura terciaria de DvL e Vmac e os sitios de ligacbes a
metais presentes na DvL sdo importantes para a execucao de suas atividades

biolégicas;
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