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RESUMO

Calotropis procera € uma planta laticifera pertencente a familia Apocynaceae,
encontrada na Asia, Africa e América do Sul. Seu latex é constituido por um grande
namero de moléculas bioativas que apresentam relevantes propriedades
farmacoldgicas que inclui anti- e pro-inflamatoria, antitumoral, cicatrizante,
antimicrobiana, entre outras. As proteinas extraidas deste latex possuem multiplos
efeitos imunomodulatérios, dependendo da via de administracdo utilizada. Assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a resposta pro-inflamatoria da fragdo proteica
(PL) do latex de Calotropis procera nos modelos de peritonite e bolsa de ar
subcutanea; investigando a quimiotaxia de neutrdfilos (in vivo e in vitro); o papel das
células residentes e os mediadores envolvidos. Foram utilizados camundongos
Swiss (25-30 g). Verificou-se que PL induziu migracdo de neutrofilos (MN) de forma
dose-e-tempo dependente nos modelos de peritonite e bolsa de ar subcutanea. Foi
demonstrado um aumento na permeabilidade vascular induzido pela administracéo
da PL (1 mg/cav) na cavidade peritoneal no modelo de Azul de Evans. O aumento
na populacdo de macrofagos residentes pelo pré-tratamento com tioglicolato,
intensificou a MN induzida por PL, sendo observado um resultado semelhante com o
grupo depletado de mastocitos pelo composto 48/80. Os mastocitos parecem
exercer um papel modulador inibitério sobre a quimiotaxia de neutrofilos, enquanto
0s macrofagos potencializam a MN, possivelmente por meio da liberacdo de
mediadores. Para investigagdo dos mediadores envolvidos foram utilizados farmacos
bloqueadores especificos antes da administracdo da PL. A modulacao farmacologica
com Dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), Pentoxifilina (100 mg/kg, s.c.), Talidomida (50
mg/kg, s.c.), Indometacina (3 mg/kg, s.c.) e Celecoxib (30 mg/kg, s.c.), mas ndo com
Meclizina (40 mg/kg, s.c.) e PCA (10 mg/kg; s.c.), inibiram a MN induzida por PL. Foi
verificado por ELISA que os niveis dos mediadores IL-1 e IL-6 estavam aumentados
no fluido peritoneal 4 h apds a administracdo de PL (1 mg/cav, i.p.). Os niveis de
nitrito também estavam aumentados no fluido da bolsa de ar subcutéanea,
demonstrando um envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito pré-inflamatério da
PL. A PL induziu rolamento e ades&o de leucocitos ao endotélio vascular do
mesentério de camundongos, bem como quimiotaxia de neutréfilos in vitro. Além
disso, foi capaz de interagir diretamente com neutrofilos, induzindo a sintese dos

mediadores pré-inflamatérios TNF-a, IL-18, PGE2 e NO em cultura de neutréfilos. Em



conclusdo, PL induz uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada pela intensa
migracao de neutrofilos e aumento da permeabilidade vascular. Promove quimiotaxia
para neutrofilos de forma indireta, via macrofagos residentes, e de forma direta,
interagindo com neutrdfilos, induzindo rolamento e adesao no endotélio e liberacao

de mediadores pro-inflamatarios.

Palavras-chave: Calotropis procera. Latex. Proteinas. Inflamacéo. Migracdo de

Neutrofilos. Peritonite.



ABSTRACT

Calotropis procera is a laticiferous plant belonging to the family Apocynaceae, found
in Asia, Africa and South America. Its latex is comprised of a large number of
bioactive molecules that show significant pharmacological properties including anti-
and pro- inflammatory, antitumor, healing, antimicrobial, among others. The proteins
extracted from this latex have multiple immunomodulatory effects, depending on the
route of administration utilized. The objective of this study was to characterize the
pro- inflammatory response of protein fraction PL latex Calotropis procera in models
of peritonitis and subcutaneous air pouch; neutrophil chemotaxis (in vivo and in vitro);
the role of resident cells and mediators involved. Swiss mice were used (25-30 g). It
was found that PL induced neutrophil migration (MN) in a dose- and time - dependent
in models of peritonitis and subcutaneous air pouch. An increase in vascular
permeability induced by the administration of PL (1 mg / cav) in the peritoneal cavity
in the Evans blue model was demonstrated. The increase in the population of
resident macrophages after pre-treatment with thioglycolate intensified the MN
induced by PL, with the similar result observed with the mast cell -depleted group by
compound 48/80. Mast cells appear to exert an inhibitory modulatory role on
neutrophil chemotaxis, whereas macrophages potentiate the MN, possibly through
the release of mediators. For investigation of involved mediators, blocking drugs were
used before administration of the PL. Pharmacological modulation Dexamethasone
(0.5 mg/kg , s.c.), Pentoxifylline (100 mg/kg , s.c.), Thalidomide (50 mg/kg , s.c.),
Indomethacin (3 mg/kg , s.c.) and Celecoxib (30 mg/kg , s.c.), but not with Meclizine
(40 mg/kg , s.c.) and PCA (10 mg/kg, s.c.) inhibited the MN induced by PL. It was
verified by ELISA, that levels of mediators IL-1 and IL-6 were elevated in the
peritoneal fluid 4 hours after administration of PL (1 mg/cav, i.p.). The nitrite levels
were also higher in the subcutaneous air pouch fluid, demonstrating the involvement
of nitric oxide (NO) in the pro-inflammatory effects of LP. PL induced rolling and
adhesion of leukocytes to the vascular endothelium of mesenteric mice and
neutrophil chemotaxis in vitro. Furthermore, it can directly interact with neutrophils by
inducing the synthesis of pro-inflammatory mediators TNF-q, IL- 13, PGE2 and NO in
neutrophil’s culture. In conclusion, PL induces an acute inflammatory response
characterized by intense neutrophil migration and increase of vascular permeability.

Promotes neutrophil chemotaxis indirectly, via resident macrophages and directly



interacting with neutrophils, inducing rolling and adhesion to the endothelium and

release of pro-inflammatory mediators.

Keywords: Calotropis procera. Latex. Protein. Inflammation. Neutrophil migration.

Peritonitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Inflamacédo — Aspectos Gerais

A inflamacdo € um mecanismo fisiopatol6gico em resposta a invasdo por
um agente infeccioso, ou por uma lesédo de origem variada (térmica, quimica, fisica
Ou mecanica), ou ainda mesmo por uma reacdo autoimune, que resulta em um
conjunto de reacdes locais e gerais do organismo. Este processo € composto por
varios fenbmenos (vasculares, celulares e bioquimicos) que se associam, formando
uma reacdo em cascata que envolve uma complexa interagdo das células
inflamatorias (neutrdfilos, linfécitos, mondcitos/macrofagos, plaquetas) e vasculares
(endoteliais e células da musculatura lisa). A finalidade desse processo € remover o
estimulo indutor da resposta e iniciar a recuperacdo tecidual local (TEDGUI,
MALLAT, 2001).

O sistema imunologico € constituido por uma intrincada rede de 6rgaos,
células e moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase do organismo,
combatendo as agressdes em geral. A funcdo imunolégica tem sido conceitualmente
dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa (CRUVINEL et al., 2010).

A imunidade inata representa uma resposta rapida e estereotipada a um
namero grande, mas limitado, de estimulos. E representada por barreiras fisicas,
quimicas e biologicas, células especializadas e moléculas soluveis, presentes em
todos os individuos, independentemente de contato prévio com imundgenos ou
agentes agressores, € nao se altera qualitativa ou quantitativamente apds o contato
(MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).

As principais células efetoras da imunidade inata s&do: macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas e células Natural Killer - NK. Fagocitose, liberacédo de
mediadores inflamatdrios, ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem
como sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas sao 0s principais
mecanismos na imunidade inata (CRUVINEL et al., 2010).

Em contraposi¢do a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende
da ativacdo de células especializadas, os linfocitos, e das moléculas solluveis por
eles produzidas — os anticorpos. As principais caracteristicas da resposta adquirida
sao: especificidade e diversidade de reconhecimento, memoaria, especializacdo de

resposta, autolimitacdo e tolerancia a componentes do préprio organismo. Embora
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as principais células envolvidas na resposta imune adquirida sejam os linfécitos, as
células apresentadoras de antigenos (APCs) desempenham papel fundamental em
sua ativacdo, apresentando antigenos associados a moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC, major histocompatibility complex) para os
linfécitos T (LT) (DELVES; ROITT, 2000).

A resposta imediata e inicial a um agente agressor € denominada de fase
aguda da inflamacéo. As principais caracteristicas desta fase sao: vasodilatacéo
com aumento da permeabilidade vascular e exsudacdo de liquidos e proteinas
plasmaticas (eventos vasculares), migracdo de leucécitos, predominantemente de
neutrofilos para o foco inflamatério (eventos celulares) e alteragcfes sistémicas tais
como dor, febre e elevacdo nos niveis de uma série de proteinas, caracterizadas
como proteinas de fase aguda (fibrinogénio, componentes C3 e C5 do complemento,
proteina C reativa, entre outras) (BAUHMANN; GAULDIE, 1994).

Um conjunto de sinais foi descrito por Cornelius Celsus no inicio da era
cristd, como 0s quatro sinais cardinais da inflamacéao: rubor (eritema), tumor (edema
local), calor (febre) e dor; mais tarde, no século XIX, Virchow acrescentou a perda da
funcéo do tecido ou 6rgéo lesado como o quinto sinal clinico (HENSON, 2005).

A persisténcia do estimulo agressor por um periodo indeterminado podera
cronificar o processo inflamatério. A fase cronica caracteriza-se por ser de longa
duracdo, ndo apresentar um padrao tdo estereotipado, variando de acordo com os
tipos de mediadores celulares e humorais envolvidos (TASAKA, 2006); estar
associada a presenca de linfocitos e macréfagos, e a proliferacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese) e de tecido conjuntivo (GALLIN et al., 1999).

Qualquer estimulo, seja ele de natureza quimica, fisica ou mecanica,
capaz de iniciar um processo inflamatorio desencadeara de forma mais ou menos
extensa a ativacdo de uma seérie de mediadores quimicos, que terdo sua acdo
centrada principalmente sobre eventos vasculares e celulares (TASAKA, 2006).

Esses mediadores que regulam o processo inflamatorio sdo moléculas
soltveis oriundas de células, do plasma ou de proteinas da matriz que agem em
células inflamatdrias alvo através de receptores especificos (LUSTER et al., 2005) e
sdo responsaveis pelas respostas vasculares e celulares, tanto da fase aguda
quanto da fase crénica (BAUHAMAN; GAULDIE, 1994). Estas substancias podem
modular a resposta inflamatoria de forma positiva ou negativa, pois caso ocorra

persisténcia do processo inflamatdrio, poderd ocorrer um estado patoldgico com
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lesdo de células normais do hospedeiro e consequentemente ser deletério ao
organismo (BROIDE, 1991). Estes mediadores sdo geralmente as quimiocinas,
citocinas e mediadores lipidicos derivados do acido araquidonico (SERHAN; SAVILL,
2005).

1.1.1 Eventos vasculares da resposta inflamatoria

A resposta inflamatoria aguda evolui a partir de uma fase vascular iniciada
pelas células residentes no tecido imediatamente apds o dano. Em condi¢gbes
basais, apenas uma fracdo dos capilares que compdem a rede tecidual esta pérvia,
mas, apds uma agressao, ocorrem vasodilatacédo local e aumento da permeabilidade
capilar mediados por aminas vasoativas, histamina e serotonina, liberadas por
mastocitos e mondcitos minutos apos a agressao (CRUVINEL et al., 2010).

O aumento da permeabilidade vascular pode ocorrer por diferentes
mecanismos, dependendo dos receptores ativados na célula endotelial ou da lesdo
provocada no vaso sanguineo. Propde-se que a histamina e leucotrienos causam
contracdo endotelial; interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
participam da reorganizagdo citoesquelética endotelial; leucocitos ou agentes
agressores provocam leséo vascular direta e extravasamento de fluidos; fator de
crescimento endotelial vascular gera aumento da transcitose e neovascularizacao,
que também provoca extravasamento de fluidos. O exsudato contém varios
mediadores, que influenciam as células adjacentes e 0s préprios vasos sanguineos,
e incluem os componentes de quatro cascatas enzimaticas do plasma: sistema do
complemento, sistema da coagulacdo, sistema fibrinolitico e sistema das cininas
(ROBBINS et al., 2005).

Inicialmente, saem do leito capilar eletrdlitos e pequenas moléculas,
constituindo o transudato; posteriormente saem também moléculas maiores como
albumina e fibrinogénio, constituindo o exsudato. A saida de proteinas para o
espaco extravascular é acompanhada de saida de agua, e marginalizacdo dos
leucécitos, que passam a circular junto ao endotélio. O endotélio local toma-se
ativado, expressando moléculas de superficie que favorecem a aderéncia dos
leucdcitos e a eventual migracdo destes para os tecidos. Saem também para o
espaco extravascular e sao ativados alguns componentes do Sistema Complemento,

do sistema gerador de cininas e do sistema da coagulacdo. Macrofagos residentes
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no tecido lesado liberam citocinas inflamatorias, como IL-1, TNF-a e quimiocinas
(FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

Assim, a vasodilatacdo, o0 aumento na permeabilidade vascular e o
extravasamento do exsudato para o intersticio sdo eventos caracteristicos da
inflamacdo aguda. Juntos sdo responsaveis pelo o aparecimento dos sinais
cardinais da inflamacéo, calor, eritema e edema. O exsudato é também absorvido
para dentro dos vasos linfaticos, aonde deslocam-se para os noédulos ou tecido
linfaticos onde uma reacao imune pode entdo ser iniciada (CIRINO et al., 2003). A
duracdo e evolugdo desses eventos dependerdo da persisténcia do estimulo
agressor (ABBAS, 2008).

1.1.2 Eventos celulares da resposta inflamatéria

A resposta inflamatoria inclui a participacdo de diferentes tipos celulares,
tais como neutrofilos, macrofagos, mastocitos, linfocitos, plaquetas, células
dendriticas, células endoteliais e fibroblastos, entre outras. Durante a infeccéo, a
quimiotaxia € um importante evento para o recrutamento de células para o sitio de
inflamacé&o. O tipo de célula que predomina no foco inflamatério varia de acordo com
o estagio da lesdo e do tipo de estimulo. As primeiras células a chegarem ao
parénquima lesado sdo os polimorfonucleares (PMN- neutréfilos, basofilos e
eosinofilos), onde temos os neutrofilos, predominando no infiltrado durante as
primeiras 6-24 horas, e, subseguentemente, os macréfagos teciduais (ABBAS;
JANEWAY, 2000).

As células envolvidas no processo inflamatorio sdo diferentes quanto a
morfologia, ao estimulo para ativacdo celular, ao curso de tempo pela liberacdo do
mediador e ao conteudo liberado, mas ao mesmo tempo apresentam muitas
caracteristicas em comum, como a presenca de receptores, estocagem de enzimas
hidroliticas, capacidade de fagocitar e secretar, e a geracdo de metabdlitos lipidicos
do acido araquidénico (ALENCAR, 2001).

Moléculas tais como lipopolissacarideos, residuos de manose e acidos
teicoicos, comumente encontradas na superficie de microorganismos, constituem
Padrbes Moleculares Associados a Patdogenos (PAMPS) e ativam a resposta imune
inata, por interacdo com diferentes receptores conhecidos como Receptores de

Reconhecimento de Padrées (RRP), dentre os quais temos a familia dos receptores
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Toll-like (TLRs) (MEDZHITOV et al., 1997). Os TLRs se destacam por seu papel
central na ligagdo a patdgenos e iniciagdo da resposta inflamatoria. Esses
receptores estdo presentes principalmente em macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas (DCs) (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

A fagocitose tem inicio pela ligacdo dos receptores de superficie do
fagocito ao patégeno, o qual, entdo, é internalizado em vesiculas denominadas
fagossomos. No interior do fagocito, o fagossomo funde-se a lisossomos, cujo
conteado € liberado com a digestdo e a eliminacdo do patogeno (ABBAS;
LICHTMAN, 2003). Para garantir que todos 0os micro-organismos estranhos sejam
reconhecidos e fagocitados estes devem primeiro passar pelo processo de
opsonizacao. As principais opsoninas sdo o fragmento Fc da IgG, C3b e lectinas. A
ligacdo da particula opsonizada ao receptor leucocitario FcgR € suficiente para
desencadear o engolfamento, que ocorre por pseuddépodes; dando inicio a etapa de
destruicdo bacteriana que ocorre principalmente por mecanismos dependentes de
oxigénio. Dessa forma, as opsoninas sdo responsaveis pela maior eficiéncia do
processo fagocitico (ROBBINS, 2000).

Os neutrofilos merecem destaque neste processo inflamatério agudo por
serem o0s primeiros fagécitos a chegar no foco inflamatério (NAUSEEF, 2007). Os
neutréfilos contém quatro compartimentos intracelulares cujo conteddo pode ser
secretado durante a ativacdo celular: granulos primarios (azurofilos), granulos
secundarios (especificos), granulos terciarios e as vesiculas secretoras. Nos
granulos primarios encontram-se 0s principais componentes citotoxicos desse
sistema fagocitario, destacando-se a enzima mieloperoxidase (MPO) (PLIYEV,
2008).

A mieloperoxidase é expressa em grande quantidade nos neutrofilos e,
em menor quantidade, nos mondcitos ou macréfagos, participando da resposta inata
pela formacéo de oxidantes e espécies reativas de oxigénio (MALLE et al., 2007). E
visto que a MPO € um importante marcador de neutrofilia na inflamacéo e sepse
(FAITH et al., 2008).

1.1.3 Células inflamatérias

A reposta inflamatoria celular representa um dos principais mecanismos

pelos quais o organismo se defende contra agentes lesivos e repara o tecido



23

danificado. Os leucécitos sdo as principais células sanguineas envolvidas na
resposta inflamatdria, embora plaquetas e eritrocitos também participem. Os
leucocitos sédo classificados em neutrofilos (40%-75%), linfocitos (20%-50%),
monocitos (2%-10%), eosinofilos (1%-6%) e basofilos (<1%) (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). Dentre os leucécitos, os neutrdéfilos, sdo as primeiras células a
alcancarem o local da inflamacdo seguido pela migragcdo dos mondcitos que
posteriormente se diferenciam em macroéfagos. Os mastocitos residentes tambéem

exercem papel importante no desenvolvimento da resposta inflamatoria.

1.1.3.1 Neutrdfilos

Os neutrdfilos sdo produzidos na medula 0ssea, pelas células-tronco
pluripotentes, as quais dao origem as demais células sanguineas (células brancas,
células vermelhas e plaquetas). A diferenciacdo, proliferacdo e maturacdo dos
neutrofilos s&do regulados principalmente por trés fatores de crescimento
hematopoiético. GM-CSF (Fator de estimulacdo de crescimento de granulécitos e
mondécitos), G-CSF (Fator de estimulacdo de crescimento de granulécitos) e IL-3
(Interleucina 3) (HAMPTON et al., 1998).

O tempo de transito dos neutréfilos, do momento em que séo produzidos
até sua liberacdo pela medula 6ssea, é de 4 a 6 dias. A medula mantém no seu
interior um suprimento de neutréfilos maduros, capaz de suprir o sangue periférico
por um periodo de 5 dias. Estas células também podem migrar para os tecidos, onde
0 tempo maximo de permanéncia é de 1-2 dias. A continua producgéo de neutrofilos
visa a manutencdo da demanda tecidual e o estoque sanguineo circulante (REBAR
et al., 2003).

Os neutrdfilos sdo os leucdcitos mais abundantes no sangue periférico
humano, com importante papel nas fases iniciais das reac¢fes inflamatorias, e
sensiveis a agentes quimiotaxicos, como os produtos de clivagem de fracbes do
complemento (C3a e C5a) e substancias liberadas por mastdcitos e basofilos. Estéo
entre as primeiras células a migrarem dos vasos para os tecidos atraidos por
guimiocinas, como a IL-8, e sao ativados por diversos estimulos, como produtos
bacterianos, proteinas do complemento (C5a), imunocomplexos (IC), quimiocinas e
citocinas. A capacidade fagocitaria dos neutrofilos é estimulada pela ligacdo de seus

receptores para opsoninas, Fc de IgG, C3b, e TLRs. O material fagocitado
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(microorganismos, células mortas e restos celulares) € destruido por meio da
producdo de radicais livres de oxigénio e nitrogénio, e pela atividade de enzimas
lisossomais presentes nestas células (BRINKMANN et al., 2004).

Os neutrdfilos possuem um sistema enzimatico oxidativo, acoplado a
membrana plasmatica, conhecido como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidase (NADPH), o qual é responséavel pelo aumento do metabolismo oxidativo,
também conhecido como explosdo respiratoria. Neste sistema, ocorre uma
transferéncia de elétrons do NADPH intracelular para o oxigénio, reduzindo-o a
anion superéxido (02), o qual pode ser rapidamente convertido a perdxido de
hidrogénio e este a radicais hidroxilas, denominados genericamente de
intermediarios reativos do oxigénio. Em geral, as quantidades de peroxido de
hidrogénio formado n&o sé&o capazes de induzir uma destruicdo eficaz dos
microrganismos. No entanto, os granulos azurdfilos (lisossomos verdadeiros ou
granulos primarios) dos neutréfilos contém a enzima mieloperoxidase (MPO), que na
presenca de ions ClI, converte o peroxido de hidrogénio em hipoclorito, sendo este
importante para a destruicdo do agente lesivo (GRESPAN, 2006).

O citoesqueleto do neutrofilo € um complexo sistema de microfilamentos e
microtubulos que proporcionam a célula, uma grande habilidade na locomocédo além
de um movimento ordenado (BOXER et al., 2001). Estdo presentes principalmente
em tecidos lesionados, inflamados e sua eliminacao efetiva € um pré-requesito para
a resolucdo da resposta inflamatéria (SAVILL, 1997). Em condicbes normais, 0s
neutrofilos sdo eliminados da circulacdo e dos tecidos inflamados por apoptose.
Distarbios na apoptose dessas células tém sido associados a diversas condi¢cbes
autoimunes, especialmente ao LES (Lupus Eritematoso Sistémico), uma vez que
restos apoptoticos circulantes contendo materiais nucleares poderiam levar a

producdo de uma variedade enorme de autoanticorpos (BRINKMANN et al., 2004).

1.1.3.2 Macréfagos

Os macrdéfagos pertencem ao sistema fagocitico mononuclear, tém sua
origem a partir de uma célula-mée na medula 6ssea, passando pelo estagio de
monoblastos para formar os pro-mondcitos que, por sua vez, dividem-se dando
origem aos mondcitos do sangue periférico. Os mondcitos sao ceélulas néo

diferenciadas que, quando recrutadas para o tecido conjuntivo ou parénquima de
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orgdos, sdo ativados para se tornarem células com funcéo fagocitica, passando a
ser chamados de macrofagos, histiécitos, macréfagos fixos ou magréfagos
residentes (ABBAS; JANEWAY, 2000; LASKIN; PENDINO, 1995).

Os macroéfagos residentes, mesmo sendo originados da mesma linhagem
celular, podem apresentar caracteristicas bioquimicas e estruturais distintas, em
funcéo do local onde se encontram; recebendo diferentes denominagdes, tais como
células de Kupffer (figado), macrofagos alveolares (pulméo), células microgliais
(sistema nervoso central), osteoclastos (0ssos), células de Langerhans (macréfagos
cutaneos) (OGLE et al., 1994).

Ao contrario dos neutréfilos, os macréfagos podem permanecer no tecido
por meses a anos, atuando como células de alarme, que frente a agentes lesivos,
desencadeiam mecanismos de defesa através da producéo e liberacdo de inUmeras
substancias. Além do seu papel na imunidade inata, processam e apresentam
antigenos via moléculas de MHC (Complexo de histocompatibilidade principal),
estimulando a resposta mediada por LT. Por sua vez, os linfocitos T secretam
citocinas, as quais podem ativar mais macroéfagos, ampliando a resposta imune
(ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Os macrofagos residentes possuem papéis fisioldgicos importantes, tais
como a absorcdo 6ssea pelos osteoclastos, participacdo também na fase final do
processo inflamatério agudo, fagocitando patdgenos, detritos celulares ou
contribuindo para reparo tecidual através da liberacdo de citocinas que induzem a
revascularizacdo ou recrutamento de fibroblastos com formagdo de matriz
extracelular (GORDON, 2001).

Recentemente, propds-se a existéncia de trés subpopulacdes de
macrofagos: macrofagos ativados, de reparo tecidual e reguladores. Os primeiros
seriam o0s macrofagos classicos, com atividade microbicida e tumoricida, que
secretam grandes quantidades de citocinas e mediadores pro-inflamatorios,
apresentam antigenos aos LTs e estdo envolvidos com a resposta imune celular. O
segundo tipo, ativado por IL-4, estaria basicamente envolvido no reparo tecidual,
estimulando fibroblastos e promovendo deposi¢cao de matriz extracelular. O terceiro
tipo exerceria atividade reguladora mediante liberacdo de IL- 10, uma citocina anti-
inflamatoria (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Vérios estudos tém sido conduzidos com o objetivo de demonstrar a

importancia de macrofagos na inflamacdo aguda. Foi demonstrado que a migracao
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de neutrofilos provocada por carragenina, zymosan ou LPS € minima em cavidades
peritoneais depletadas de macrofagos (SOUZA et al., 1988). Varios trabalhos tém
também demonstrado a importancia de certas citocinas liberadas por macrofagos,
tais como IL-1 e TNF-a, na mediacdo da migracdo de neutrofilos para o foco
inflamatorio (ASSREUY et al., 2003; ROCHA et al., 1997).

Os macrofagos exercem, portanto, papel fundamental na modulacdo de
varios eventos da inflamacao aguda, como também sao importantes na fase crénica
do processo inflamatdrio, quando atuam como APCs, potencializando a ativacédo de
LT e LB pela expressdo de moléculas coestimuladoras. Regulam a resposta
inflamatodria pela a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12,
TNF-a e quimiocinas. Também produzem espécies reativas de oxigénio (EROSs),
como 0 anion superoxido, radical hidroxila e peroxido de hidrogénio (H202), e
intermediarios reativos do oxigénio, cujo principal representante € o 6xido nitrico
(NO). O NO é produzido pela forma induzida da o6xido nitrico sintetase, INOS,
ausente em macréfagos em repouso, mas induzida por ativacdo de TLRs em
resposta a PAMPs, especialmente na presenca de INF-y (ABBAS; LICHTMAN,
2003).

1.1.3.3 Masto6citos

Os mastécitos séo células derivadas de progenitores hematopoiéticos na
medula 6ssea e, em geral, ndo sdo encontrados na circulagdo. Da medula 0ssea, 0s
progenitores migram para os tecidos periféricos como células imaturas e se
diferenciam in situ de acordo com as caracteristicas particulares do microambiente,
adquirindo uma morfofisiologia compativel com o tecido onde sao encontrados
(GALLI, 1990; KITAMURA et al., 1987). Os mastocitos maduros distribuem-se
estrategicamente junto a vasos sanguineos, nervos e sob o epitélio da pele e
mucosas, sdo particularmente abundantes em areas de contato com o0 meio
ambiente e desempenham papel primordial nas reacdes inflamatérias agudas
(ABBAS et al., 1994).

A membrana dos mastécitos possui receptores para uma classe especial
de anticorpos, a imunoglobulina E (IgE), bem como para os fatores C3a e C5a do
sistema do complemento. Quando ha ligacdo de antigenos e alérgenos aos IgE na

superficie do mastocito, ocorre a sua degranulagédo, com liberagdo de histamina, que
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apresenta efeito quimiotético sobre os eosinodfilos. A sua ativacdo se da tanto por
esses receptores, bem como por estimulos de certos neuropeptidios (substancia P),
venenos de animais e diversos agentes fisicos (trauma mecanico, calor e frio), que
ativam a proteina G independentemente de calcio (Ca**). Apos o estimulo, ocorrem
degranulacdo e liberacdo de mediadores pré-formados, seguida da liberagdo de
mediadores neoformados (METCALF et al., 2008; REBAR, 2003).

De acordo com Costa et al. (1998), a ativacdo de mastécitos resulta em
trés diferentes tipos de respostas: a) Secrecdo de substéncias pré-formadas em
seus granulos, por exocitose, como histamina, aminas vasoativas, proteases
neutras, heparina e/ou sulfato de condroitina, catepsina G e carboxipeptidase; b)
Sintese enzimatica de mediadores lipidicos derivados do acido araquidbnico da
membrana, tais como: prostaglandinas D2, leucotrienos C4 e fator ativador de
plaguetas (PAF); c) Iniciacdo da transcricdo, translacdo e secre¢do de citocinas,
como IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a, MIP1-a e bFGF (fator de crescimento
basico de fibroblastos).

A liberacédo desses mediadores induz a migracéo de células inflamatorias
(neutrdfilos e macrofagos), aumento da permeabilidade vascular, secrecdo de muco,
aumento da motilidade gastrintestinal e broncoconstricdo, que constituem os sinais e
sintomas de alergia e anafilaxia (METCALFE, 2008).

Os mastocitos tém sido relacionados a um efeito inibitério sobre a
producao de citocinas estimuladoras tais como IL-13, IL-6, IL-8 e TNF-a, por meio da
liberacdo de IL-4, uma citocina com acdes anti-inflamatérias (ASSREUY et al., 2003;
LORD; LAMB,1996; TUNON de LARA et al., 1994). Além de inibir a producao de
citocinas inflamatérias, IL-4 também inibe a inducdo de COX-2, com consequente
reducdo da producéo de PGs (SEITZ et al., 1994). Essas acdes inibitérias sobre a
producdo de mediadores quimiotéticos refletem em uma redugdo no recrutamento

dos neutréfilos para o foco inflamatdrio.

1.1.4 Migracéao celular, moléculas de adesédo e quimi  otaxia

A migracao dos leucécitos para o local da inflamac&o ocorre em funcao de
uma complexa interacdo destes com as ceélulas endoteliais, através da expressao
em suas superficies de proteinas adesivas, denominadas de moléculas de adeséao.

Este processo € intermediado por diferentes mediadores inflamatérios e



28

quimiotéticos, 0s quais promovem um aumento nas interacdes entre os neutrofilos e
as células do endotélio, facilitando a migracdo dos neutréfilos a favor de um
gradiente de substancias quimiotaticas no sitio inflamatério (MCEVER, 1992;
HUTTENLOCHER et al., 1995).

Em condi¢Bes normais de fluxo sanguineo, as células circulam no centro
do vaso, onde a resisténcia € menor e a velocidade do fluxo, maior. Quando ha
vasodilatacdo, a velocidade do fluxo sanguineo diminui e as células circulantes
colidem mais frequentemente com as células endoteliais ativadas que expressam
moléculas de superficie capazes de se ligar aos leucdcitos. As células endoteliais
ativadas expressam altos niveis de moléculas de adesdo da familia das selectinas,
molécula 1 de adesao intercelular (ICAM- 1) e molécula 1 de adesdo da célula
vascular (VCAM- 1). A ativacdo endotelial € ocasionada por subprodutos de micro-
organismos, citocinas (IL-1, TNF-a), componentes ativados do SC, fatores da
coagulacéo, histamina e leucotrieno B4 (PANES et al., 1999).

As selectinas sé@o glicoproteinas presentes em leucocitos (L-selectina),
endotélio (E-selectina e P-selectina) e plaquetas (P-selectina) que se ligam a
moléculas glicosiladas presentes na superficie de outras células e, em geral,
medeiam adesdo de baixa afinidade entre leucdcitos e endotélio. Embora estas
interacbes sejam fracas e reversiveis, s&o suficientes para determinar a
desaceleracao e rolamento dos leucdcitos no endotélio vascular (RANKIN, 2004).

Aléem das selectinas, outras familias de moléculas estdo também
envolvidas no processo de adesdo, como as imunoglobulinas e integrinas (PANES et
al., 1999). As selectinas sao responsaveis pelo processo de rolamento inicial (LEY et
al., 2007; LUSTER et al.,, 2005), enquanto as p-integrinas (CD11a/CD18 e
CD11b/CD18 em leucocitos) e os membros da familia das imunoglobulinas
(moléculas de adesédo intercelular 1 ou ICAM-1 e ICAM-2 no endotélio) séo
responsaveis pelo ancoramento e adesao firme ao endotélio (RANKIN, 2004).

Portanto, o primeiro contato do neutrofilo com o endotélio ativado €
mediado pela interacdo das selectinas P e E no endotélio & mucina presente na sua
superficie. Concomitantemente, a selectina L de expressdo constitutiva nos
neutrofilos liga-se ao conjunto de mucinas na superficie do endotélio. Essas ligagdes
sdo de dissociacdo rapida, o que faz com que os neutréfilos rolem na parede do
vaso impelidos pelo fluxo sanguineo e sejam expostos a fatores quimiotéaticos. Entre

os fatores quimiotaticos, destacam-se fragmentos de fibrina, colageno, fatores
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solaveis plaquetarios, mediadores dos mastocitos, C5a, C3a e C4a, residuos do
metabolismo bacteriano como o0s peptideos n-formilados, e as quimiocinas
secretadas por diferentes tipos celulares (CARLOS; HARLAN, 1994).

As quimiocinas induzem alteracbes em outro conjunto de adesinas na
superficie dos leucdcitos, as integrinas, levando ao reconhecimento de maior avidez
aos ligantes expressos no endotélio, imobilizando os neutrdéfilos e promovendo sua
firme aderéncia a parede do vaso. Imediatamente apds a aderéncia ao endotélio,
inicia-se o processo da transmigragao através do vaso (SMITH, 2008; WEBER et al.,
2007) envolvendo a participacdo de moléculas juncionais tais como as moléculas de
adesdo celular endotelial/plaquetaria-1 (PECAM-1), as moléculas de adeséo
juncional (JAMs) e as CD99 (PETRI; BIXEL, 2006). Os leucdcitos emitem
pseuddpodes entre as juncdes das células endoteliais, atravessam a membrana
basal e finalmente migram para o espaco intersticial, em dire¢cdo ao foco da lesao,
processo este, dirigido por um gradiente de quimiocinas e facilitado pela interacao
das integrinas aos componentes da matriz extracelular como a fibrina e a
fibronectina (CRONSTEIN; WEISSMAN, 1993).

O extravasamento e a migracdo leucocitaria sdo dependentes de
qguimiocinas como IL-8 e MCP- 1, que séo produzidas nos locais de infeccdo e se
ligam aos proteoglicanos na matriz extracelular e em moléculas similares na
superficie das ceélulas endoteliais. A IL-8, liberada por macréfagos ativados, atrai
neutrofilos, que sdo estimulados a penetrar no tecido inflamado, ao passo que MPC-
1 recruta monacitos, células T, células NK e células dendriticas mais tardiamente
(ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Em resumo, podemos dividir as etapas da migracdo celular da luz
vascular para o foco inflamatério em: 1. Marginacao; 2. Rolamento; 3. Adesao; 4.
Diapedese com penetracdo através da membrana basal dos pericitos (transmigragcéo
através do endotélio); e 5. Quimitaxia e/ou haptotaxia (migracao no tecido intersticial

em resposta ao estimulo quimiotatico).
1.1.5 Mediadores quimicos envolvidos na inflamacao
Os fendmenos da inflamacdo sdo mediados por substancias quimicas

diversas, que derivam de precursores plasmaticos e celulares, como o plasma, os

leucécitos, as plaquetas, o endotélio e o tecido conjuntivo. Podem ser classificados
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de acordo com suas propriedades bioquimicas em: aminas vasoativas, peptideos
vasoativos, produtos de clivagem do Sistema Complemento (SC), mediadores
lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas (TASAKA, 2006).

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, sdo encontradas nos
mastocitos, basofilos e plaquetas, e liberadas pela degranulagédo destas células, em
resposta a estimulos. A histamina exerce seus efeitos mediante interacdo com
quatro diferentes receptores da célula-alvo, H1, H2, H3 e H4. O receptor H1 quando
ativado promove a contracdo da musculatura lisa de varios 6rgdos e o aumento da
permeabilidade dos capilares venosos; H2 aumenta a secrecao de &cido gastrico e
promove relaxamento da musculatura lisa; H3 est& envolvido no feedback negativo
da sintese de histamina e H4 medeia quimiotaxia de mastécitos (HOFSTRA et al.,
2003).

Segundo Yokoyama et al. (1989), o sistema de cininas tem como fungéo a
ativacdo das plaguetas e producdo de bradicinina e calicreina. A bradicinina um
potente agente vasoativo, produz vasodilatacdo, induzindo a liberacdo de fatores de
relaxamento vascular derivados do endotélio (EDRFs), contragcdo da musculatura
lisa e producdo de dor. A calicreina age como um agente quimiotético para
neutrofilos.

Os mediadores lipidicos sao derivados dos fosfolipidios de membrana,
quando uma injuria capaz de danificar a membrana celular, libera fracdes de
fosfolipides, denominados &acidos araquidonicos, através da acdo enzimatica da
fosfolipase A2. O acido araquiddnico, quando liberado ndo possui efeito inflamatério,
entretanto, os produtos do seu metabolismo, via acdo enzimética da lipo-oxigenase
ou ciclo-oxigenase, sdo mediadores quimicos fundamentais para o desenvolvimento
do processo inflamatério. A via das ciclo-oxigenases leva a geracdo de
prostaglandinas, as quais incluem-se PGE2, PGD2, PGF2q, PGI2 (prostaciclina) e o
tromboxano Az (TXAz), que é um poderoso agregador plaquetario e vasoconstritor,
enquanto as prostaglandinas tém funcdes inflamatérias como febre, hiperalgesia e
vasodilatacdo, potencializando o edema, sendo essenciais para o controle do fluxo
sanguineo necessario para a adesao e diapedese dos leucdcitos (SPRINGER, 1994;
TSELEPIS; CHAMPMAN, 2002).

Na via das lipo-oxigenases, temos a formacéo dos leucotrienos. Aqueles

que contém cistenil (LTC4, LTD4 e LTE4) geram intensa vasodilatacdo e aumentam a
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permeabilidade vascular e o LTB4 causa agregacao e adesdo de leucdcitos, além da
quimiotaxia (SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

As lipoxinas sao também mediadores derivados do acido araquidbnico
com importante atividade anti-inflamatoria, por promover a resolucdo da inflamacao,
atraves do retardo no ingresso de novos neutréfilos ao sitio da inflamacéo (SERHAN
et al., 2000), reducdo da permeabilidade vascular e estimulacdo da fagocitose de
células mortas (neutréfilos) pelos macréfagos (GODSON et al., 2000).

O Fator ativador de plaquetas (PAF) € um mediador derivado de
fosfolipidios de membrana, sintetizado pela maioria das células inflamatorias
(mastdcitos, basofilos, neutréfilos e plaquetas), e exerce papel importante na
resposta inflamatéria aguda. Além do seu efeito ativador sobre as plaquetas, causa
aumento na permeabilidade vascular, vasodilatacdo, facilitando a agregacdo e
adesdo de neutrdfilos, quimiotaxia e estimulagdo de outros mediadores (BRAQUET
et al., 1987).

O Sistema Complemento (SC) é constituido por uma familia de mais de
20 glicoproteinas plasmaticas, sintetizadas principalmente no figado, mas também
por macréfagos e fibroblastos. Cada componente ativado no SC adquire atividade
proteolitica, ativando os elementos seguintes em cascata. Ao longo do processo,
ocorre a producéo de diversos mediadores que alteram a permeabilidade vascular e
contribuem para o desenvolvimento da resposta inflamatoria (ABBAS; HICHTMAN,
2003; MOURA et al., 2001).

Dentre os componentes do SC, o C3a e C5a sdo os mediadores mais
envolvidos no processo inflamatério, pois induzem um aumento na permeabilidade
vascular e causam vasodilatacéo através da liberacdo de histamina pelos mastoécitos
e da ativacao dos neutrofilos. O Cba ativa a via lipo-oxigenase do metabolismo do
acido araquidénico em neutréfilos e mondcitos, intensificando a liberacdo de mais
mediadores inflamatorios; além de estimular a motilidade e adesdo dos neutrdfilos
no endotélio, através da ativacdo dos neutréfilos e do aumento da avidez das
integrinas (BARRINGTON et al., 2001).

O Oxido nitrico, antes denominado Fator de relaxamento do endotélio
(EDRF), é uma molécula gasosa, altamente hidrofobica e facilmente difusivel através
de membranas biologicas. E sintetizado a partir do oxigénio molecular e do
aminoacido L-arginina por um grupo de enzimas conhecidas como Oxido nitrico
sintases (NOS) (SCHENKEL, 2006). Existem pelo menos trés isoformas de NOS,
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cada uma sendo produto de um gene distinto. A NOS neuronal (nNOS ou NOS-1) e
a NOS endotelial (eNOS ou NOS-3) sao referidas como formas constitutivas, sendo
responsaveis pela liberagdo continua e basal de NO (MOREIRA et al., 2008). Essas
duas isoformas produzem e liberam pequenas quantidades de NO, na ordem de
nanomolar, por curto periodo de tempo em respostas a interacdo de agonistas
(acetilcolina, bradicinina e histamina) via receptores acoplados a proteina G na
membrana plasmatica, e ainda por estimulos fisicos, como 0 estresse de
cisalhamento causado pela circulagcdo sanguinea. A eNOS é encontrada no epitélio
vascular e, por gerar baixas concentragdes de NO, favorece a diminuigao da pressao
sanguinea e auxilia na inibicdo da agregacao plaquetaria. A nNOS gera NO, que
atua na regulacdo da transmissdo neuronal, funcionando como neurotransmissor
(MOREIRA, 2004).

A terceira isoforma, a NOS induzida (INOS ou NOS-2) produz e libera
grandes quantidades de NO, na ordem de micromolar, durante longos periodos de
tempo quando comparadas as NOS constitutivas, e geralmente esta associada aos
efeitos citotoxicos e as acdes que promovem as patologias vasculares (ALDERTON
et al., 2001). A INOS é encontrada principalmente nos macréfagos (MOREIRA et al.,
2008) e sua expressao ocorre em resposta a varias citocinas inflamatérias e, assim
sendo, a presen¢ca de um agente indutor, como um microorganismo, é capaz de
estimular sua atividade enzimatica (VASQUES, 2002) Uma vez sintetizado e
liberado, o NO é um gas bastante reativo, possuindo um tempo de meia vida muito
curto (5 a 10 s), sendo rapidamente metabolizado em nitrito (NO2) e posteriormente
em nitrato (NOs), que sdo os seus metabdlitos estaveis. As reacdes quimicas do NO
sdo imediatas e variadas, produzindo efeitos diretos ou indiretos em véarias funcdes
biolégicas importantes (VINCENT et al., 2000).

O NO apresenta propriedades pro- e anti-inflamatorias. Esta relacionado
com o aumento da permeabilidade vascular, exsudacao de fluido (edema), inibicdo
da adesdo de plaquetas e leucocitos (TASAKA, 2006) promove o relaxamento e
consequente vasodilatagcdo das ceélulas musculares lisas subjacentes, quando se
difunde para fora das células endoteliais (PALMER et al.,1988) e causa

citotoxicidade em microrganismos e células tumorais (TEDGUI; MALLAT, 2001).



33

1.1.5.1 Citocinas

Citocinas séo peptideos simples de baixos pesos moleculares, produzidos
e liberados por muitos tipos celulares em resposta a uma variedade de estimulos,
como virus, parasitas, bactérias e seus produtos, bem como em resposta a outras
citocinas. Atuam em receptores especificos do tipo tirosina-quinase presentes nas
proprias células que as produziram (efeito autdcrino), ou em receptores de outras
células (efeito paracrino) e ainda podem atingir a circulacdo sanguinea e agir em
tecidos distantes (efeito hormonal) (SOMMER; WHITE, 2010) Em geral, sao
produzidas transitoriamente, porém possuem potentes efeitos, agindo em
concentracdo de nivel picomolar, desencadeando reacdes em cascata (AKIRA et
al.,1990) A maioria das citocinas apresenta multiplas fungBes biologicas na
manutengdo da homeostasia, como diferenciagdo, sobrevivéncia, crescimento e
metabolismo celular, bem como participam de processos inflamatérios e
imunolégicos (AGGARWAL; NATARAJAN, 1996; VILCEK, 2003).

Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina, e uma unica
citocina pode agir em diversos tipos de células, fendbmeno denominado plelotropia.
As citocinas sédo redundantes em suas atividades, ou seja, acdes semelhantes
podem ser desencadeadas por diferentes citocinas. Com frequéncia, sdo formadas
em cascata, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a produzir mais
citocinas (ZHANG; AN, 2007). A resposta de uma célula a uma determinada citocina
depende da concentracdo no local, do tipo de célula e de outros reguladores
celulares a que estdo continuamente expostos. As citocinas interagem em rede:
primeiro pela inducdo mutua, segundo pela transmodulacdo em receptores da
superficie celular e terceiro por interacdo sinérgica, aditiva ou antagonica na funcéo
celular (AKIRA et al., 1990).

Sédo representadas pelas interleucinas (ILs), responsaveis por mediar a
comunicacdo entre leucocitos; fator de necrose tumoral (TNF), que apresentam
acOes pro- e anti-inflamatorias; interferons (IFN a e y), que atuam principalmente
contra infecgdes virais e crescimentos tumorais; fatores de crescimento
mesenquimais e quimiocinas (citocinas quimiotaticas) (CURFS et al.,, 1997,
SOMMER; WHITE, 2010). As citocinas podem ser classificadas conforme sua

atividade biolégica, a exemplo de exercerem atividade pro-inflamatoria (IL-1, IL-6,
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TNF-a e TNF-B) e/ou anti-inflamatoéria (IL-4, 1L-10, IL-13) (OLIVEIRA et al., 2011;
WONG et al., 2003).

Vérias citocinas possuem acdes inibitérias sobre a producédo de outras
citocinas, tais como, IL-4, que inibem a producdo de TNF-a ou de IL-1 por mondcitos
e macrofagos; IL-10 que inibe a liberacdo de citocinas por linfécitos Thl ou por
mondcitos e macroéfagos; e IL-13, que apresenta potente acdo inibitéria sobre a
producdo de citocinas proé-inflamatérias em mondcitos estimulados por LPS
(VICELK; LEE, 1994; CURFS et al., 1997).

Portanto, as citocinas sao mediadores necessarios para conduzir a
resposta inflamatoéria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo a resolucdo da
agressao. No entanto, a producdo exagerada de citocinas pré-inflamatérias a partir
da lesdo pode manifestar-se sistemicamente com instabilidade hemodinamica ou
distarbios metabdlicos. Apds lesdes ou infecgbes graves, a resposta exacerbada e
persistente de citocinas pro-inflamatdrias pode contribuir para lesdes em 6rgao-alvo,
levando a insuficiéncia de multiplos 6rgdos e a morte. As citocinas anti-inflamatérias
podem minimizar alguns desses efeitos indesejaveis (OLIVEIRA et al., 2011).

As principais citocinas mediadoras da inflamacdo séo a IL-1, TNF-qa, IL-
12, IL-6 e as quimiocinas (IL-8, MIP, MCP-1 e ENA-78) (ALENCAR, 2001). Dentre
estas, duas ocupam papel de destaque, a IL-1 e o TNF-a, visto que ambas
participam no reparo e na inflamacao tecidual por coordenar a atividade de muitas
outras células (LARRICK; KUNKEL, 1988).

A IL-1 é produzida por uma variedade de células, incluindo macréfagos,
monacitos, linfocitos B e T, neutrdfilos, fibroblastos e células endoteliais, em
resposta a diversos estimulos exogenos e enddgenos. Pode ser secretada sob duas
formas moleculares (IL-1a e IL-1B), sendo que essas isoformas sdo aparentemente
sintetizadas como precursores polipeptidicos que quando clivados geram peptideos
extracelulares ativos (RAEBURN et al.,, 2002; ZHANG; AN, 2007). Sua producéo
pode ser induzida por componentes do sistema complemento (Cb5a), produtos
bacterianos (LPS), virais e parasitarios, colageno, trombina, particulas de silica,
irradiacdo, como também por outras citocinas (TNF-a e a propria IL-1) (DINARELLO,
1994). Entretanto, sua sintese pode sofrer inibicdo por outras citocinas, como a IL-4,
IL-10, IL-13 e interferon-y (TATAKIS, 1993).

A IL-1 é um componente importante das respostas inflamatdria e imune.

Ativacdo de macrofagos, formacgédo de prostaglandinas, inducdo da febre, neutrofilia
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e liberacdo da proteina C-reativa sdo algumas das atividades biolégicas mediadas
pela IL-1. Células em cultura tratadas com TNF-a ou IL-1 tornam-se super adesivas
em neutrofilos. Essa adesividade ocorre pela expressédo da selectina e ICAM-1 nas
células endoteliais, e ativacdo de integrinas nas células polimorfonucleares,
induzidas pela IL-1 e outras interleucinas (BEUTLER; CERAMI, 1988; WAGNER,
2000).

IL-1Ra € um antagonista natural de IL-1 sendo produzido localmente por
diversos tecidos em resposta a uma infec¢cao ou inflamacéo (CURFS et al., 1997).
Esta molécula pode ser detectada em altos niveis na circulacdo e o seu principal
papel fisioldgico esta relacionado com a inibicdo competitiva dos efeitos produzidos
pela IL-1 apos ligacdo ao seu receptor (AREND; GABAY, 2000).

A IL-4 é uma glicoproteina com propriedades anti-inflamatérias e
produzida por linfocitos-T-CD4, mastocitos, eosindéfilos e baséfilos. Tem acdo sobre
os linfécitos-T e B, células matadoras naturais, mastocitos, sinoviocitos e células
endoteliais. Induz a diferenciacdo de linfocitos-B para produzir IgG e IgE, que séo
imunoglobulinas importantes nas respostas alérgicas e anti-helminticas. Atua sobre
macréfagos ativados, reduzindo os efeitos das citocinas IL-1, TNF-q, IL-6 e IL-8, e
inibindo a producgédo de radicais livres de oxigénio. Em adi¢do ao seu efeito inibitorio
sobre a producdo de citocinas pro-inflamatorias, IL-4 estimula a sintese da citocina
antagonista IL-1ra (TE VELDE et al., 1990). Além disso, aumenta a suscetibilidade
dos macrofagos aos efeitos dos glicocorticoides (CURFS et al.,, 1997; SUMMER,;
WHITE, 2010).

IL-6 € uma glicoproteina produzida por uma variedade de células
incluindo fagécitos mononucleares, células T e fibroblastos, sendo TNF-a e IL-1
potentes indutores. E uma citocina pro-inflamatéria que promove maturagdo e
ativacdo de neutrofilos, maturacdo de macréfagos e diferenciagcdo/manutencdo de
linfocitos-T citotoxicos e células assassinas naturais (CURFS et al., 1997; TOI et al.,
1990).

IL-6 € um dos mais precoces e importantes mediadores de inducéao e
controle da sintese e liberacdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos
durante estimulos dolorosos, como trauma, infeccao, cirurgias e queimaduras. Apos
leséo, concentracdes plasmaticas de IL-6 sdo detectaveis em 60 minutos, com pico
entre 4 e 6 horas, podendo persistir por 10 dias (GEBHARD et al., 2000; LIN et al.,
2000).
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Como muitas outras citocinas, IL-6 possui ambas as propriedades pro- e
anti-inflamatorias. Alguns dos efeitos regulatérios de IL-6 envolve a inibicdo da
producdo de TNF, produzindo um feedback negativo para limitar a resposta
inflamatoéria aguda (HIRANO et al., 1992). IL-6 atenua a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, além de possuir um pequeno efeito sobre a sintese de citocinas anti-
inflamatérias como as IL-10 e fator transformador de crescimento-f (TGF-f)
(BARTON et al., 1996; XING et al., 1998). Uma regulacao positiva da producao de
IL-6 tem sido observada em uma variedade de desordens inflamatérias cronicas e
autoimune, como as tireoidites, diabetes tipo 1 e artrite reumatoide (HIRANO et al.,
1992; TOI et al., 1992).

O TNF-a (Fator de necrose tumoral) € uma citocina pro-inflamatoria que
apresenta papel chave em diversos processos, como a inflamacéo,
imunomodulagdo, crescimento, angiogénese e citotoxidade (WAGNER, 2000). E
produzida principalmente por mondcitos, macrofagos e linfocitos-T, células
abundantes no peritbnio (ZHANG, 2007). O TNF existe em duas formas
biologicamente ativas: uma transmembrana de 26 kDa e outra secretada de 17 kDa.
E estruturalmente relacionado a linfotoxina-a (LTa), uma glicoproteina de peso
molecular de 25 kDa, sintetizada por linfocitos estimulados por mitdgenos. Apos a
constatacdo de uma homologia estrutural e funcional entre TNF e LT, estas
moléculas passaram a ser denominadas, TNF-a e TNF-B, respectivamente
(RUDDLE, 1994).

A estimulagéo na produgdo de TNF-a por macréfagos e mondcitos se dé
principalmente pelo LPS, mas também por outros indutores como IL-1, IFN-y, GM-
CSF, o proprio TNF-a, virus, antigenos fungicos ou parasitarios e Cba. De outro
modo, citocinas como a IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IFN-a séo eficientes em inibir a
sintese de TNF-a e IL-1 (OLD, 1985; PHILLIP; EPSTEIN, 1986).

O TNF-a tem importante participacdo no recrutamento de neutréfilos para
o sitio inflamatorio. Os neutréfilos podem responder ao TNF-a pela ativacdo e
expressdo de integrinas, producdo do fator de agregacdo de plaquetas (PAF) e
outros mediadores granulociticos. Enquanto as células endoteliais mobilizam
selectinas, regulam positivamente as moléculas de adeséo intercelular (ICAM-1) e
ativam vias pré-coagulantes em resposta a exposicdo ao TNF-a (CANETTI et al.,
2003).
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Em resumo, as agbes do TNF-a consistem em: ativar a coagulacéo,
estimular a expressao ou liberacdo de moléculas de adeséo, PGE2, fator ativador de
plaquetas, glicocorticoides e eicosandides, além de outras citocinas inflamatérias, e
influenciar a apoptose celular (CURFS et al., 1997). Entre outros efeitos, destacam-
se a ativagdo de neutrofilos, com consequente degranulagdo, producdo de
intermediarios reativos de oxigénio (NO), aumento da citotoxicidade para certos
patdogenos e da atividade fagocitica, quimiotaxia de neutréfilos e de mondcitos;
aumento da adesado ao endotélio (VERRI et al., 2006). Contudo, o TNF-a ndo pode
ser considerado um fator quimiotatico classico, uma vez que ndo induz a migracao
de neutrdfilos in vitro; no entanto, promove a sintese e liberacdo de fatores
quimiotaticos, como as quimiocinas, pelas células endoteliais e residentes
(FACCIOLI et al., 1990).

1.1.5.2 Quimiocinas

As quimiocinas constituem uma grande familia de citocinas quimiotaticas
estruturalmente homologas, formadas por pequenos polipeptideos de 8 a 12 kDa;
subdivididas em familias pelo nimero e a localizacdo dos residuos de cisteina N-
terminais. As duas principais familias sdo as da quimiocinas CC (ex. RANTES, MCP-
1 e MIP-1) nas quais os residuos de cisteina sdo adjacentes, e a familia CXC, como
a IL-8, em que esses residuos sdo separados por um aminoacido (KUNKEL;
BUTCHER, 2002). As quimiocinas que contém a sequéncia acido glutamico-leucina-
arginina precedendo a sequéncia CXC sdo quimiotaticas para os neutréfilos (IL-8),
engquanto as que apresentam outra sequéncia, como a IL-10, atraem linfocitos T e B.
Ja as quimiocinas CC exercem seus efeitos sobre mondcitos, eosinofilos, basofilos e
linfécitos, mas geralmente ndo recrutam neutrofilos (DEVRIES et al., 1995;
PROUDFOOT et al., 2003).

As quimiocinas exercem maior parte dos seus efeitos através da ativacao
de receptores acoplados a proteina-G, presentes na superficie celular (exemplos:
CCR1, CCR2, CCR5, CXCR3 e CXCR4). Esses receptores podem ser especificos
para uma dada quimiocina, mas, comumente, um mesmo receptor pode ligar-se a
varias quimiocinas do mesmo grupo (KUNKEL; BUTCHER, 2002). A ligacéo

guimiocina-receptor inicia uma complexa cascata de sinalizacdo que gera respostas
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quimiotéticas, degranulacdo, liberagdo de EROs e alteracdo na afinidade das
integrinas presentes na superficie celular (CYSTER, 1999).

As quimiocinas envolvidas em reacdes inflamatdrias sdo secretadas nos
sitios de infeccéo e inflamacédo por células que compdem o parénquima, leucocitos
recrutados e células endoteliais ativadas por citocinas. A IL-8 € uma importante
guimiocina ativadora de neutréfilos, sendo demonstrado que, o0 sequestro para
matriz subendotelial da IL-8 produzida pelo endotélio, permite a manutencédo de um
gradiente estavel de quimiocinas para a migracao direta de neutrofilos (HUBER et
al., 1991). Essa quimiocina é bastante utilizada como ferramenta farmacologica em
modelos experimentais de inflamag&do, em fungdo dos seus efeitos sobre os
neutrofilos. Dependendo do tipo de espécie envolvida, recebe diferentes
denominacfes, como IL-8 em humanos, MIP em camundongos e KC em ratos
(VERRI et al., 2006).

1.2 Biomoléculas vegetais ha modulacao da resposta inflamatoria

Plantas e moléculas vegetais consistem em uma estratégia alternativa na
procura de novos agentes terapéuticos, sendo uma das mais antigas armas
empregadas para o tratamento das doengas humanas e muito se conhece a respeito
do seu uso popular. Compostos identificados em diferentes tecidos e 0Orgaos
vegetais sdo frequentemente responsaveis pelo crescente desenvolvimento da
medicina moderna (MORALE et al., 1998).

O uso de produtos naturais para o0 desenvolvimento de novos
medicamentos oferece inimeras vantagens, incluindo a grande variedade de
estruturas quimicas, possibilidade de utilizacdo como “banco de moléculas” para
screenings, além de serem uma fonte biologica renovavel, cuja obtencéo racional
ndo causara efeitos maléficos ao meio ambiente (CALIXTO, 2001).

O estudo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos no processo
inflamatorio vem sendo alvo de inumeras pesquisas, visando a elucidacdo do
mecanismo das respostas imunoldgicas desencadeadas por diversas doencas
inflamatorias, bem como a descoberta de ferramentas farmacolégicas para a
resolucao destas patologias.

Uma variedade de substancias derivadas do metabolismo secundario das

plantas, como polissacarideos, peptideos, lectinas, saponinas, 6leos essenciais e
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outras sao capazes de estimular o sistema imune, apresentando atividade
imunomoduladora (LIMA, 2007). Imunomoduladores sé&o agentes capazes de
modificar a resposta imune, podendo o efeito ser estimulatério ou inibitorio. Os
agentes estimulantes ou adjuvantes imunes, além de serem capazes de restaurar a
resposta imune normal, estimulam o estado imunoldgico dos individuos susceptiveis
a agentes invasores (DUTTA, 2002). As proteinas bioativas, incluindo as lectinas,
podem constituir-se em um importante agente imunomodulador e antitumoral
(GONZALEZ DE MEJIA; PRISECARU, 2005).

Diversas plantas lactiferas tém sido estudadas por apresentarem uma
fonte interessante de moléculas biologicamente ativas, e seu uso é frequentemente
reportado na medicina popular (SOARES et al., 2005). Além dos componentes
celulares, os fluidos laticiferos séo constituidos por uma grande variedade de
substancias como, por exemplo, carboidratos, lipideos e proteinas (MORCELLE et
al., 2004). Também ja foram encontrados diversos metabdlitos secundarios na
composicao dos fluidos laticiferos, tais como alcaloides, cardenolideos, compostos
fendlicos, terpenos, poli-isopreno, taninos e flavonoides (AGRAWAL; KONNO;
2009).

A Calotropis procera € uma planta lactifera que vém se destacando
diante da descoberta de importantes propriedades farmacologicas do seu latex:
atividade antifungica, antimicrobiana, anticancerigena (CHOEDON et al., 2006;
HUSSEIN; KINGSTON, 1981; OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010;
SHUKLA; MURTI, 1961) acao antidiarreica (KUMAR et al., 2001) e efeito analgésico
(KUMAR et al., 2011; SOARES et al., 2005).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, ja demonstraram que a
fracdo proteica isolada do latex (PL) da Calotropis procera parece agir como um
potente agente anti-inflamatério, em trés diferentes modelos experimentais de
inflamacéo: peritonite, edema de pata e cistite hemorragica, quando administrada
por via endovenosa. Os resultados sugerem que as moléculas ativas responsaveis
pelos efeitos na inflamacdo sdo de natureza proteica, apesar da presenca de
metabdlitos secundarios numerosos que ocorre naturalmente no latex de C. procera
(ALENCAR et al., 2004).

Em adicao, esta fracéo proteica, quando administrada via i.p., apresentou
um efeito relevante sobre a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal

(ALENCAR et al.,, 2006). O estimulo inflamatério das proteinas de C. procera
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aumentou a fagocitose e equilibrou a liberacdo de 6xido nitrico no sangue, evitando
o choque séptico induzido pela infeccdo por Salmonella (OLIVEIRA et al., 2012).
Sendo sugerido que o efeito biolégico exercido por PL sobre a migracdo de

neutrofilos depende da via de administracao utilizada.

1.3 Latex e plantas lactiferas

No reino vegetal, existem mais de 12.000 espécies, distribuidas em torno
de 22 familias, capazes de produzir latex ao serem submetidas as agressdes
mecanicas. O latex é uma secre¢do vegetal que se apresenta geralmente como um
liguido de aspecto leitoso, mas em determinadas plantas pode ter coloracdo
avermelhada, amarelada, escura, transparente e ser mais ViSCOSO Ou n&o
(ENDRESS; BRUYNS 2000; PICKARD, 2008). Este exsudato nao apresenta
nenhuma fungdo metabodlica conhecida para o vegetal, mas tem como principal
atividade proteger a planta contra herbivoros, microorganismos ou dano mecanico
selando o tecido danificado (AGRAWAL; KONNO, 2009).

Entre as familias de plantas produtoras de latex, destacam-se a
Euphorbiaceae  (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987) e Apocynaceae
(BROCKBANK; LYNN, 1979), embora outras familias como Moraceae, Compositae,
Anarcadiaceae e Sapotaceae também produzam o latex (DELTA, 1982).

A planta laticifera mais conhecida e estudada é a Seringueira (Hevea
brasiliensis), uma arvore nativa da Amazonia, também conhecida como “arvore da
borracha”. A partir do latex desta planta sdo produzidos inUmeros produtos derivados
da borracha de grande importancia comercial (SUSSMAN et al., 2002). Como o latex
de H. brasiliensis é intensamente explorado, a maior parte dos estudos bioguimicos
ja desenvolvidos com fluidos laticiferos se refere ao latex desta planta. Entretanto,
muitas outras espécies de plantas produzem constitutivamente algum tipo de latex
(YEANG et al., 2002), e algumas delas, como Carica papaya, Papaver somniferum,
Cannabis sativa e Calotropis procera, por exemplo, vém sendo estudadas por
apresentarem propriedades bioguimicas consideravelmente interessantes (HAGEL
et al., 2008).

A grande diversidade de compostos identificada nos latex de diferentes
plantas indica que o tecido especializado na producdo deste exsudato deve estar

envolvido em eventos bioldgicos distintos no vegetal, que vao desde o acumulo de
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substancias precursoras da borracha até compostos relacionados a defesa do
vegetal contra pragas e patdgenos, como algumas proteinases que apresentam
atividade bactericida e/ou antifungica, incluindo também outras moléculas
biologicamente ativas, como glicosideos, taninos, flavonoides e proteinas sollveis
(KEKWICK, 2001; LARHSINI et al., 1997; PEREIRA et al., 1999; SHUKLA; MURTI,
1961).

As proteases representam maior porcentagem das proteinas presentes no
latex e parecem desempenhar papel relevante para o desenvolvimento de respostas
da planta frente aos patdgenos externos resultando em uma defesa eficaz. Além
disso, estas enzimas sdo capazes de ativar receptores especificos de proteases
agindo desta forma como relevantes agentes farmacologicos ou toxicologicos
(HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008).

Dentre a grande variedade de proteinas ja identificadas no latex de
plantas temos beta-1,3-glucanases (CHEYE; CHEUNG, 1995), lisozimas, proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs) (GIORDANI; LAFON, 1993), lectinas, quitinases
(JEKEL et al., 1991), amilases (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987), inibidores de
proteinases (ARCHER, 1983; SRITANYARAT et al., 2006), oxidases (AGRAWAL,
KONNO, 2009) dentre outros. Mais de 110 plantas produtoras de latex distribuidas
em diferentes familias sdo conhecidas por apresentar atividade proteolitica. Estas
sdo pertencentes a classe das proteinases cisteinicas, serinicas e asparticas
(DOMSALLA; MELZIG, 2008).

A ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis ao se utilizar o latex de
forma integra no tratamento de doencas tem sido atribuida a presenca do cis-poli-
isopreno (borracha) (KUMAR et al., 2006), ou a presenca de pequenas quantidades
de proteinas remanescentes em produtos manufaturados de borracha, denominadas
protéinas alergénicas (FREITAS et al., 2007). Trabalhos tém sido realizados no
sentido de eliminar a fracdo correspondente a borracha e componentes de baixo
peso molecular (ALENCAR et al., 2006).

1.4 Calotropis procera (Ait.) R. Br.
A planta Calotropis procera pertence a familia Apocynaceae, originéria da

Asia e Africa, e atualmente, encontra-se disseminada nas regides tropicais do

planeta, sendo muito abundante na regido Nordeste do Brasil (DUBEY;
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JAGANNADHAN, 2003). O seu nome ¢é derivado do grego “kalos” = belo, “tropis” =
barco e procera do latim “procerus” = alto, esbelto. A planta C. procera possui varios
nomes populares de acordo com a regido onde se encontra: algodéo-de-seda (PE),
flor-de-seda, ciime ou horténcia (CE), paininha-de-seda (SP) e leiteiro (SP, MG). E
uma planta perene, arbustiva, ereta, pouco ramificada, podendo atingir entre 3 a 4
metros de altura, mas geralmente ficando com menor porte quando ocorre em solo
de baixa fertilidade. Apresenta como caracteristica peculiar uma intensa producéo de
latex branco que flui abundantemente quando se rompem os tecidos, principalmente
nas partes verdes da planta (LORENZI; MATOS, 2002) (Figura 1).

1.4.1 Potencial farmacologico da planta  Calotropis procera

Diferentes partes da planta C. procera possuem um numero variado de
propriedades farmacolégicas, tais como: caule, frutos, flores, raizes, folhas e o latex.
Na medicina tradicional indiana, essa planta tem sido utilizada para tratar uma
variedade de doencas incluindo lepra, ulceras, tumores, hemorroidas, reumatismo,
doencas do baco, figado e abdémen (WARRIER et al., 1994). No estado do Ceara a
planta é usada pela populagédo de baixa renda para doengas de pele causadas por
bactérias ou fungos.

Estudos realizados com as suas flores, demonstraram atividade citotoxica
contra células cancerigenas humanas (SMIT et al., 1995) efeito anti-inflamatério em
modelo de inflamacdo induzida por carragenina; antipirético e diminuicdo das
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético (MASCOLO et al., 1988), aléem
da atividade hepatoprotetora em hepatite causada por paracetamol
(RAMACHANDRA et al., 2007) e efeito anti- helmintico in vivo e in vitro (IQBAL et al.,
2005).

Nas cascas do tronco de C. procera, foi demonstrado propriedades
antitussigena (DIEYE et al., 1993), anti-inflamatéria em edema de pata induzido por
carragenina e acao protetora da mucosa gastrica em ulceras causadas por acido
acetilsalicilico e etanol (TOUR; TALELE, 2011) e ainda atividade antiproliferativa de
células tumorais (MAGALHAES et al., 2010).

As raizes desta planta apresentam atividade antitumoral (MATHUR et al.,
2009; VAN QUAQUEBEKE et al.,, 2005), anti-inflamatéria em modelo de artrite
induzida por formaldeido e adjuvante completo de Freud (BASU; CHAUDHURI,
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1991; PARIHAR et al.,, 2011), assim como atividade antiulcerosa (SEN; BASU,;
CHAUDURI, 1998).

FIGURA 1 — Aspecto geral da planta Calotropis procera.

(A) Arbusto bem desenvolvido na forma adulta (http://www.teline.fr/eng/Photographs/All-
Families/Apocynaceae/Calotropis-procera); (B) Frutos globosos
(http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=calotropis&lang=1);

(C) Sementes envolvidas com fios de seda
(https://www.flickr.com/photos/mayankbhatnagar/1284014199/);

(D) Flores de cor roxa (http://portuguese.alibaba.com/product-tp/calotropis-procera-
112504788.html).
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1.4.2 Potencial farmacoldgico do latex de  Calotropis procera

Grande parte das atividades farmacoldgicas relevantes da Calotropis
procera esta relacionada ao seu latex. Em andlises quimicas dos extratos brutos do
latex de C. procera, diversos compostos tém sido identificados, tais como
cardenolideos ativos, enzimas proteoliticas, alcaldides e carboidratos (SEIBER et al.,
1982), além de esterdides, terpenos e carbonatos organicos (GALLEGOS-OLEA et
al., 2002). Mais recentemente foram identificadas no latex de C. procera duas
proteases cisteinicas (DUBEY; JAGANNADHAM, 2003; SINGH et al., 2010) e uma
osmotina (FREITAS et al., 2011), além da presenca de uma proteina com atividade
de inibidor de papaina (RAMOS et al., 2010).

A presenca de proteinas relacionadas a defesa contra patogenos (PR-
Proteinas), como glucanases e quitinases (JEKEL et. al., 1991; VAN LOON; VAN
STTRIEN, 1999), proteinases (FREITAS et al., 2007; KONNO et al., 2004,
MOUSSAOUI et al., 2001) e inibidores de proteinases (MONTIL et al., 2004;
SRITANYARAT et al., 2006), fortalece a hipétese de que essa secrecdo age como
uma defesa da planta contra o ataque de insetos e patdgenos. Proteinas do latex de
Calotropis procera apresentaram acao nociva para varias pragas agricolas (RAMOS
et al.,, 2007b) e provavelmente um inibidor de protease pode estar envolvido nos
efeitos deletérios observados (RAMOS et al., 2009b).

Estudos com modelos animais demonstraram alguns efeitos toxicos do
latex de C. procera, como injuria endotelial permanente e até efeitos letais
(BIEDNER et al., 1977; HANDA et al., 1984; PADHY; KUMAR, 2005). Entretanto
suas aplicacbes potenciais parecem sobrepor as suas limitacbes, uma vez que
muitas propriedades farmacoldgicas ja foram demonstradas, como cicatrizante,
antitumoral, antipirética, analgésica, inflamatéria e anti-inflamatoria, dentre outras
(ALENCAR et al., 2006; ARYA; KUMAR, 2005; CHOEDON et al., 2006; DEWAN et
al., 2000a; DEWAN et al., 2000b; KUMAR; BASU, 1994; RASIK et al., 1999;
SANGRAULA et al., 2002), necessitando de estudos adicionais que possam garantir
0 Seu uso com seguranga.

O latex bruto, extraido diretamente da planta, pode apresentar efeitos
variados de acordo com o tipo de solvente usado para extracdo e/ou a via de
administracdo utilizada. Estudos mostram que o produto da extracdo do latex com
solvente organico possui atividade antibacteriana (SHUKLA; KRISHNAMURTI, 1961,
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LARHSINI et al.,, 1997), moluscicida (HUSSEIN et al.,, 1994), esquistossomicida
(SHARMA; SHARMA, 2000) e antifungica contra Candida albicans (SEHGAL et al.,
2005).

O latex de C. procera em prepara¢fes aquosas, administradas por via
oral, apresentou efeito antipirético (LARHSINI et al., 2002) e foi capaz de reduzir a
diarreia em ratos induzida pela ingestdo de 6leo de mamona (KUMAR et al., 2001)
inibiu a inflamacéo induzida por Carragenina (KUMAR; BASU, 1994) e reduziu as
contor¢des abdominais induzida por 4cido acético (DEWAN et al., 2000). Entretanto,
dependendo da via de administracdo, o extrato aquoso deste latex induz processos
pro-inflamatérios em animais (SINGH et al., 2000; SHIVKAR; KUMAR, 2003). O latex
bruto administrado diretamente na pata de ratos apresentou efeitos proé-
inflamatorios, evidenciados pelo edema e hiperlagesia, com envolvimento da
prostaglandina, histamina e serotonina (KUMAR; SHIVKAR, 2004; KUMAR;
SEHGAL, 2007).

Os efeitos do latex de C. procera na resposta imune tém sido
particularmente investigados. O extrato metandlico do latex reduziu o estimulo
inflamatorio induzido pelo adjuvante de Freud no modelo experimental de artrite
(KUMAR; ROY, 2007). Além disso, a capacidade anti-inflamatéria parece ser
comparavel a da fenilbutazona em modelos de inflamacéo aguda e crénica (ARYA,;
KUMAR, 2005; SANGRAULA et al., 2002).

Em 2004, Alencar et al. iniciaram uma linha de estudo no intuito de
investigar propriedades farmacoldgicas e bioquimicas de fracdes proteicas (PL) do
latéx de C.procera, isentas de borracha, metabdlitos secundarios e moléculas com
massa molecular inferiores a 8000 Da, obtidas a partir do latex bruto por processos
de dialises, centrifugacdes e cromatografias (RAMOS et al., 2009).

Os primeiros resultados encontrados demonstraram que PL administrada
por via intravenosa era capaz de reduzir o processo inflamatério nos modelos
experimentais de peritonite e edema de pata induzidos por carragenina e cistite
hemorrdgica por ciclofosfamida em camundongos (ALENCAR et al., 2004).
Importante atividade antinociceptiva da fracao proteica foi demonstrada em modelos
de contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético, lambedura da pata induzida
por formalina e placa quente (SOARES et al., 2005).

Com intuito de elucidar quais moléculas ativas participam no efeito anti-

inflamatério da fragdo proteica do latex, esta foi submetida ao fracionamento em
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coluna de CM-Sepharose em pH 5,0, e os picos obtidos (PI, Pll e PIIl) foram testados
em modelos animais. Como resultado, observou-se que as trés subfracdes
apresentaram atividade anti-inflamatéria na peritonite por carraginina, reduzindo o
rolamento e adesdo de leucécitos, sendo estes efeitos mais significativos em
animais tratados com PI, possivelmente relacionado com o aumento de 6xido nitrico,
uma molécula envolvida no processo de migracdo celular na resposta inflamatoria,
que em alta quantidade no soro inibe a diapedese. Neste estudo, consideravel
avanco foi realizado quanto a identificacdo das moléculas envolvidas nos eventos
farmacoldgicos promovidos pelo latex, possibilitando demonstrar que diferentes
proteinas do latex desempenham suas atividades através de mecanismos distintos
(RAMOS et al., 2009).

Em modelos de infec¢cdo bacteriana sistémica induzida por Samonella
enterica sorotipo Typhimurium em camundongos, PL demonstrou efeito benéfico
aumentando o tempo de sobrevida dos animais, por meio da modulagéo de citocinas
(TNF-q, IL-1 e IL-12), oxido nitrico e uma atividade imunoestimulante (LIMA-FILHO
et al.,, 2010; OLIVEIRA et al., 2012). A andlise do perfil celular e bioguimico
sanguineo revelou que PL protegeu os animais da infeccdo bacteriana por um
mecanismo de ac¢ao indireto (imunostimulagéo), evitando a leucopenia provocada
pela infeccdo, uma vez que PL ndo apresentou acdo in vitro contra S. Typhimurium
(LIMA-FILHO et al., 2010; OLIVEIRA, 2009).

Recentemente foi demonstrado que PL diminui a resposta inflamatéria da
mucosite oral induzida por 5-fluorascil em hamsters através de uma regulacao
negativa na liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (FREITAS et al., 2012). Atenuou
as limitacdes funcionais na artrite induzida pelo adjuvante completo de Freud,
inibindo a inflamacéo, dor e o0 estresse oxidativo, com acdes comparaveis ao
diclofenaco (KUMAR et al., 2014).

Estudos com biomembranas contendo PL demonstraram que a sua
aplicacao tépica acelerou o processo de cicatrizacdo de feridas, intensificando a
fibroplasia e a deposicdo de colageno, importantes para o remodelamento tecidual
(FIGUEIREDO et al., 2014).

Quanto a seguranca do seu uso, relatos de eventos toxicolégicos e até
letais sdo observados quando o latex de C. procera, na sua forma integra, é dado
por via oral a mamiferos (EL-BADWI et al., 1998). Por outro lado, a fracdo proteica

(PL) administrada diariamente em animais por 35 dias consecutivos nao alterou os
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pardmetros  bioquimicos sanguineos, renais e hepéticos, mantendo-se
rigorosamente similares aos do grupo controle. A toxicidade aguda né&o foi relatada
nesse estudo (RAMOS et al., 2006).

1.5 Relevancia e Justificativa

A resposta inflamatoria constitui um mecanismo de defesa, essencial para
manutencdo da homeostase tecidual, protecdo contra infeccbes e mediacdo da
resposta imune, cujo objetivo final € a eliminagédo da causa inicial da lesdo celular e
das possiveis consequéncias decorrentes desta lesdo (HENSON, 2005). O influxo
de neutrofilos em resposta a um estimulo agressor é um passo limitante mediador
das vias de respostas imunoinflamatérias e € extremamente importante para o
controle da lesdo no foco inflamatério. Assim, substancias capazes de restabelecer a
capacidade de migracdo dos neutrdfilos, recuperando a sua funcdo de defensor do
organismo, terdo um potencial para o desenvolvimento de novas terapias para
pacientes imunodeficientes ou portadores de doencas inflamatoérias cronicas.

O latex da planta Calotropis procera, apresenta propriedades
farmacoldgicas anti-inflamatoérias, proé-inflamatérias e/ou  imunomodulatéria
envolvendo mecanismos celulares, vasculares; e a liberacdo ou inibicdo de
importantes mediadores inflamatorios (ALENCAR et al., 2006, 2004; KUMAR et al.,
2011; LIMA-FILHO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009; RAMOS et al., 2009;
SOARES et al., 2005). As proteinas extraidas deste latex sdo moléculas bioativas
detentoras de mudltiplos efeitos biologicos j& comprovados, sobretudo, com acdo
significativa sobre processos imunomodulatérios (ALENCAR et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2007; RAMOS et al., 2009a).

Indmeros trabalhos tém sido realizados com objetivo de elucidar o
mecanismo das respostas imunoldgicas desencadeadas por diversas doengas
inflamatorias, bem como a descoberta de medicamentos para a resolucdo dessas
patologias. Nesse contexto, acreditamos que este estudo possa sugerir uma
aplicacao biotecnoldgica para as proteinas do latex de C. procera como substancias
Gteis na construcdo de medicamentos alternativos com propriedades

imunomodulatorias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar, in vivo e in vitro, a
resposta inflamatéria aguda induzida pela fracdo proteica isolada do latex de
Calotropis procera (Ait.) R. Br, e demonstrar os possiveis mecanismos e mediadores

quimicos envolvidos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito de PL administrada intraperitonealmente, sobre a
migracdo de neutréfilos e permeabilidade vascular nesta cavidade;

- Verificar o envolvimento de células residentes (macrofagos e mastdcitos)
na resposta inflamatoria induzida por PL;

- Investigar possiveis mediadores envolvidos na resposta inflamatoria
induzida por PL;

- Avaliar o efeito de PL sobre a migracéo de neutrofilos em uma bolsa de
ar subcutanea (“Air pouch”), bem como a liberagdo de citocinas e NO nesta
cavidade;

- Avaliar o efeito de PL sobre a quimiotaxia (rolamento e adesdo) dos
leucdcitos na microcirculagdo mesentérica,;

- Avaliar o efeito de PL sobre a quimiotaxia e a liberagdo de mediadores

inflamatorios por neutréfilos em modelo in vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Drogas e reagentes

Azul de Evans (Sigma);

Azul de toluidina (Sigma);

Alcool etilico absoluto P.A. (Synth);

Celecoxibe (Merck);

Cloreto de Sédio (NaCl, Merck);

Composto 48/80 (Sigma);

Corante HEMA 3;

Dexametasona - Decadron® (Aché);

Dihidroclo de 1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD) (Sigma);
Dimetil sulféxido - DMSO® (Sigma);

N-formil-metil-L- metionil-L- leucil-L-fenilalanina (fMLP) (Sigma);
Heparina - Hemofol® (Cristélia);

lodopolividona — Riodeine® (Rioquimica);

Indometacina (Sigma);

Meclizina - Meclin® (Aspen);

PCA (Sigma);

Pentoxifilina (Merck);

Polimixina B (Sigma);

Prostaglandina E2/ PGE2 (R&D Systems);

Reagente de Turk (Acido acético e violeta de genciana — Isofar);
Talidomida (CEME);

Tioglicolato (Lab Difco Ltda);

Zymosan (Sigma).

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

M ou agua bidestilada. A Talidomida e PCA foram dissolvidos em DMSO (<10% do

volume final). Indometacina foi dissolvida em Tris-HCI e o tioglicolato, em agua

bidestilada, sendo aquecido para sua completa solubilizacéo.
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3.2 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

e Agitador/aquecedor, modelo 258 (Fanen®);

« Balanca analitica digital, modelo Ay220 (Shimadzu);

* Balanca para pesagem dos animais, modelo SF-400 (Kitchenscale);
* Banho-maria, modelo 100 (FANEN);

« Camaras de neubauer (0,100/0,0025 mm?);

» Centrifuga refrigerada, modelo marathon 26 KMR (Fisher Scientific);
» Citocentrifuga, modelo 2000D (Cientec);

e Estufa, modelo MA033 (Marconi);

* Microcamara de 48 po¢cos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD);
* Microscopio optico binocular, modelo 021 (Quimis’);

» Pipetas automaticas (Jencons®).

3.3 Obtencéo da fracado proteica do latex de  Calotropis procera (PL)

A fracdo proteica utilizada neste trabalho foi extraida do latex da planta
Calotropis procera (Ait) R. Br. Essa espécie vegetal foi identificada pelo Prof. Dr.
Edson de Paula Nunes, taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da Universidade
Federal do Ceara (UFC), onde o exemplar de exsicata N° 32.663 foi depositado.

A coleta do latex foi realizada por meio de incisbes no apice caulinar de
plantas saudaveis em tubos do tipo Falcon com &gua destilada (1:2 v/v). Vale
ressaltar que o procedimento de coleta do latex em agua minimiza o efeito natural de
“coagulacdo” que ocorre nesse fluido logo apés sua exsudacdo. Apos a coleta, os
tubos foram levemente agitados e mantidos a temperatura ambiente até o seu
processamento no laboratdrio.

O processamento do latex foi realizado no Laboratério de Bioguimica e
Biologia de Proteinas Vegetais da Universidade Federal do Ceara, sob a supervisao
do Prof. Dr. Marcio Viana Ramos. Inicialmente, o latex foi submetido a centrifugacéo
a 5.000 x g; 10 °C por 10 minutos e o precipitado obtido, constituido principalmente
de borracha, foi descartado. O sobrenadante foi, entdo, submetido a dialise contra
agua destilada (1:10 v/v) a 8 °C durante 60 horas, com trocas da agua a cada 4

horas, utilizando uma membrana de dialise com capacidade de retencdo de
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moléculas com massa molecular superior a 8.000 Da. Em seguida, o material foi
novamente centrifugado sob as mesmas condi¢gbes anteriores, e um sobrenadante
limpido, rico em proteinas e destituido de borracha foi obtido (ALENCAR et al.,
2006). Esta fracdo, designada como Proteinas do Latex (PL), foi liofilizada e utilizada

nos experimentos deste trabalho.

3.4 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,
pesando entre 25 e 30 gramas. Todos os animais foram provenientes do Biotério
Central do Campus do Pici — UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceard (UFC). Estes animais receberam racdo balanceada e agua ad libitum,
permanecendo em gaiolas apropriadas, sob condi¢cdes de temperatura (25°C) e ciclo
claro/escuro controlados.

Os protocolos utilizados neste trabalho estdo de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade
Federal do Ceara (protocolo: 24/09).

3.5 Modelos Experimentais

3.5.1 Avaliagéo do efeito da fracdo proteica do lat  ex de Calotropis procera (PL)
sobre a migracao de neutrofilos para cavidade perit  oneal.

A migracdo de neutrofilos induzida pela fracdo PL do latex de Calotropis
procera foi avaliada apés sua administracdo intraperitoneal (i.p.) nas concentracfes
de 0,15; 0,3; 1 e 3 mg/cavidade em 200 ul de NaCl 0,15 M estéril. Animais dos
grupos controle negativo e positivo receberam NaCl 0,15 M estéril (200 pl/cav) e
zymozan (1 mg/200 ul/cav), respectivamente.

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical ao final de 4
horas apds a administracdo de PL. Em seguida, as células presentes na cavidade
peritoneal foram coletadas através da lavagem com 3 ml de NaCl 0,15 M estéril
contendo 5 Ul/ml de heparina. Os abdomens dos animais foram levemente

massageados e através de uma incisdo foram coletados cerca de 2 ml de fluido
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peritoneal, com pipeta de Pasteur. As contagens total e diferencial de leucdcitos
foram realizadas conforme metodologia descrita por Souza e Ferreira (1985). Nesse
procedimento, 20 pl do fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 ul do
reagente de Turk e posteriormente usados para a contagem total de leucécitos em
camara de Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada através de
esfregacos corados em laminas. Para tanto, 50 pl do lavado foram centrifugados em
citocentrifuga a 400 x g, durante 10 min. ApGs esse processo, 0s esfregacos foram
corados com hematoxilina-eosina (corante HEMA 3). A contagem diferencial dos
leucdcitos foi feita usando-se microscopia Optica e expressa como a média + E.P.M.
do namero de neutrdéfilos/pl do fluido peritoneal e comparados aos valores obtidos
nos grupos controle do experimento, ou seja, animais que foram injetados apenas
com NaCl 0,15 M estéril.

3.5.2 Efeito da fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) associada a

polimixina B sobre a migracao de neutrofilos.

A relacdo da migracdo de neutréfilos no modelo de peritonite com
possiveis contaminacdes das preparacdes de PL com endotoxina foi avaliada
através do protocolo descrito por Arruda et al., 2003. PL (5 mg/ml) foi incubada (30
min, 37 °C) com sulfato de polimixina B (10 pg/ml). Em seguida, animais foram
tratados com NaCl 0,15 M estéril (Sal; i.p), PL (1 mg/cav) ou PL associado a

polimixina B. A migrac@o de neutrofilos foi avaliada 4 horas apos o tratamento.

3.5.3 Curso Temporal da Migracdo de Leucécitos para cavidade peritoneal

induzida pela fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL).

A fracdo PL de Calotropis procera foi administrada por via intraperitoneal
(i.p) nos animais na menor concentracdo que apresentou efeito pro-inflamatorio (1
mg/cav). Animais do grupo controle receberam apenas NaCl 0,15 M estéril (i.p). Os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical ao final de intervalos de
tempo que variaram de 2, 4, 8, 24 e 48 horas, sendo a migracdo de leucécitos

avaliada no fluido peritoneal, conforme descrito no item 3.5.1.
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3.5.4 Avaliacdo do efeito da fracdo PL sobre a migr acdo de neutrofilos, apos
incremento da populacdo de macrofagos residentes na cavidade peritoneal

(pré-tratamento com tioglicolato).

Tioglicolato (Tg; 3 % v/v; 1 ml i.p.) foi administrado por via intraperitoneal
e 4 dias ap6s os macrofagos peritoneais foram coletados, contados e comparados
com a contagem obtida em grupo de animais nao tratados com Tg (controle), de
acordo com o método descrito por Ribeiro et al. (1991).

A Fracdo PL de C. procera (1 mg/200 pl/cav) e fMLP (10 x 10° moles/cav
— um agente quimiotatico direto) foram administrados i.p. em animais tratados ou
nao com tioglicolato. Conforme descrito para o modelo de peritonite, a migracao de
neutrofilos foi avaliada 4 horas apos a injecdo dos estimulos, sendo os resultados

comparados com 0s obtidos em animais que receberam somente NaCl 0,15 M estéril

(i.p.).

3.5.5 Avaliacdo do efeito da fracdo PL sobre a migr acdo de neutrofilos, apos

deplecdo de mastdcitos peritoneais (pré-tratamento com o composto 48/80).

A deplecdo de mastécitos da cavidade peritoneal dos animais pelo
composto 48/80, foi realizada pelo método descrito anteriormente por Di Rosa et al.
(1971). Para tanto, os animais foram pré-tratados i.p., durante quatro dias
consecutivos, duas vezes ao dia com o composto 48/80. As dosagens utilizadas
foram: no primeiro dia 0,6 mg/kg, no segundo dia 1,0 mg/kg, no terceiro dia 1,2
mg/kg e no quarto dia 2,4 mg/kg. No quinto dia apdés o inicio do tratamento, a
deplecdo dos mastoécitos foi avaliada através da coleta do fluido peritoneal dos
animais o qual foi diluido (1:5) em azul de toluidina e a contagem realizada em
camara de Neubauer. Os resultados foram comparados aos obtidos no grupo de
animais nao tratados com o composto 48/80. A viabilidade celular foi avaliada,
observando-se o niumero de mastécitos integros ou degranulados e também pela
presenca de células contaminantes.

PL na concentracdo de (1 mg/cav), NaCl 0,15 M estéril (1 ml i.p.) e fMLP
(10 x 10° moles/cav.) foram injetados i.p. em animais tratados ou ndo com composto
48/80. A migracdo de neutrofilos foi quantificada 4 horas apds a injecdo dos

estimulos e os resultados comparados aos respectivos controles
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3.5.6 Efeito de diferentes moduladores farmacologic  os sobre a migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida pel  a fracdo proteica do latex de

Calotropis procera (PL).

Com o objetivo de se investigar os possiveis mediadores envolvidos na
migracao de neutrofilos induzida pela fragdo, PL foi administrada i.p. (1 mg/cav.) em
diferentes grupos de animais pré-tratados com os bloqueadores farmacologicos:
dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.); talidomida (50 mg/kg; s.c); celecoxibe (30 mg/kg,
s.c.); pentoxifilina (100 mg/kg, s.c.) e meclizina (40 mg/kg; s.c.) 1 hora antes da
administracdo de PL, e indometacina (3 mg/kg; s.c) ou PCA (10 mg/kg; s.c.), 30
minutos antes da administracdo da PL. A migracdo de neutrofilos foi avaliada 4
horas apos a administracdo da PL como descrito anteriormente no item 3.5.1. Os
resultados foram comparados com os do grupo controle positivo de migragao
(animais tratados i.p. somente com a fragdo) e com o0 grupo controle negativo

(animais que receberam somente NaCl 0,15 M estéril.

3.5.7 Determinacao do efeito da fragdo PL sobre a p ermeabilidade vascular em

camundongos.

Esse método foi delineado com o objetivo de avaliar o efeito do latex
sobre o aumento da permeabilidade vascular no peritdnio dos animais tratados. A
quantificacdo baseou-se naquela utilizada por Garcia-Leme e Wilhelm (1975). Os
animais receberam PL (1 mg/cav; i.p.), NaCl 0,15 M estéril (200 pl; i.p) ou Zymozan
(1 mg/cav; i.p.) e em seguida administrou-se o Azul de Evans (50 mg/kg) pelo plexo
orbital. Apods duas ou trés horas os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical. Os abdomens dos animais foram levemente massageados, e através de
uma incisdo foram coletados cerca de 1 ml de fluido peritoneal, com pipeta de
Pasteur. Em seguida, para se quantificar o azul de Evans foi realizada a leitura por
espectrofotometria, utilizando-se o comprimento de onda de 600 nm. Os dados
obtidos em absorbéancia foram convertidos em mg de azul de Evans, através de
regressao linear baseado em uma curva padrao de azul de Evans. Os resultados
foram calculados em mg de azul de Evans no fluido peritoneal (mg/ml) e expressos

como média + E.M.P.
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3.5.8 Efeito da fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) sobre a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias na cavidad e peritoneal.

As concentra¢cfes das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a foram determinadas
por imunoensaio (ELISA) no fluido peritoneal dos animais pré-tratados com salina ou
PL (1 mg/200 pl/cav). Grupo controle negativo recebeu somente salina i.p. Quatro
horas apés a injecdo da PL o fluido peritoneal foi coletado (como descrito no item
3.5.1.) em 1,0 ml de salina e estocado a -70 ° C para posterior dosagem das
citocinas.

O ensaio para determinacdo da concentracdo de IL-1 e IL-6 foi baseado
no protocolo descrito por Taktak et al. (1991). Placas de microtitulagédo (96 pocos)
foram recobertas com 50 ul de tampdo PBS contendo 2,0 pug/mL do anticorpo
monoclonal (mAb) anti-IL-1, anti- IL-6 e anti-TNF-a. A placa foi incubada durante
uma noite a 4°C. Apos esse periodo, a placa foi lavada de 3 a 5 vezes com PBS
contendo 0,1% Tween 20 (PBS-T; 200 uL/poco), e em seguida foram incubadas com
50 pL de solucao de bloqueio (1% de albumina bovina) durante 2 h em temperatura
ambiente. A placa foi lavada conforme descrito acima e, em seguida adicionou-se as
amostras testes (duplicata), colhidas do fluido peritoneal. Concentracdes
decrescentes das citocinas foram diluidas em PBS-Tween, e utilizadas para a
confeccdo de uma curva padrdo. A placa foi novamente coberta e mantida durante
12 horas a 4°C. No terceiro dia, a placa foi lavada por trés vezes e adicionados o0s
anticorpos biotinilados anti-IL-1, anti- IL-6 e anti-TNF-a (1:1000 em solucdo de
lavagem contendo 1% de soro de cabra).

Apoés 1 h de incubacdo a temperatura ambiente, a placa foi lavada e em
seguida adicionou-se 50 pl de uma solucdo 1:5000 do conjugado avidina
horseradish peroxidase (DAKO A/S, Denmark) diluida em PBS-T. ApGs incubacao
por 30 minutos, a placa foi lavada e incubada com 50 pl do substrato dihidrocloro
1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, Sigma) diluido em tampao e
adicionado com 0,4 pl de H202 30% por ml.

Apéds o desenvolvimento da cor, a reacao foi interrompida pela adicdo de
75 pl de solucdo de H2SO4 (1 M). A medida da absorbancia foi determinada a 490
nm. Os resultados foram expressos em pg/ml de IL-1, IL-6 e TNF-a com base na

curva padréo obtida.
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3.5.9 Avaliacdo da atividade pro-inflamatéria da fr  ag&o proteica PL no modelo
de bolsa de ar subcutanea (“Air pouch”).

A bolsa de ar foi produzida na pele do dorso dos camundongos de acordo
com meétodo descrito por Edwards et al. (1981). Apos tricotomia do dorso dos
animais e assepsia com alcool iodado foram injetados subcutaneamente 5 ml de ar
estéril (obtido em camara de fluxo laminar). Trés dias apos, a cavidade formada foi
mantida injetando-se 2,5 ml de ar. No sexto dia ap0s a injecéo inicial de ar os
animais foram utilizados para os experimentos de migracao.

A avaliagdo da migracdo de neutrdfilos seguiu ao procedimento
experimental descrito para o modelo de peritonite (item 3.5.1). Os animais
receberam salina estéril, PL (1 mg) ou zymosan (2 mg) administrados em 200 pl de
solugdo/bolsa. Os animais foram sacrificados 4, 24 e 48 horas ap0s a injecdo de PL
e a lavagem da cavidade artificial foi realizada com 1 ml de salina heparinizada. A
migracdo de neutrdfilos para a bolsa de ar foi avaliada pela contagem total e

diferencial dos leucadcitos.

3.5.10 Dosagem do 6xido nitrico (NO) no fluidoda b  olsa de ar subcutanea.

O fluido da bolsa de ar subcutanea, nos tempos descritos no item 3.5.9.,
foi utilizado também para determinacéo indireta de NO, mensurado pelos niveis de
nitrato, os quais foram determinados através da conversdo de nitrato (NOz’) a nitrito
(NO2), pela acdo da enzima nitrato-redutase e 0s niveis de nitrito quantificado pela
reacdo de Griess (CHEN et al., 2000). Para o ensaio, placas de 96 pocos foram
utilizadas e 50 pl de fluido foi incubado com 80 pl do reagente de Griess (1%
Sulfanilamida em 1% HsPO4/ 0,1% de N-1-naftil-etilenodiamina dihidrocloreto/ 1%
HsPO4/ é&gua destilada, 1:1:1:1) em cada poco da placa. A absorbancia foi
determinada em leitor de ELISA em 560 nm. A concentracdo de nitrito foi
determinada usando uma curva padréo realizada com NaNO:2 e expressos em uM de
NO2".
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3.5.11 Efeito da fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) sobre a
quimiotaxia (rolamento e adesdo) de leucécitos na m icrocirculacdo

mesentérica.

O processo de quimiotaxia de leucocitos visto por microscopia intravital foi
realizado para avaliar o efeito de PL sobre o rolamento e adesédo dos leucdcitos ao
endotélio vascular (BAEZ, 1969; FORTES et al.,, 1991). Para tanto, animais
receberam PL na concentracdo de 1,0 mg/i.p., previamente dissolvido em 200 pl de
solucéo fisioldgica. Animais do grupo controle negativo receberam PBS estéril (200
ul/i.p) ou a quimiocina KC (500 ng/i.p) em animais do grupo controle positivo.
Decorridas quatro horas da administracdo de substancias, os animais foram
anestesiados com 250 mg/kg de tribromoetanol (i.p), previamente solubilizado em
solucéo fisiolégica, para realizagdo do procedimento cirdrgico.

Através de uma incisdo lateral cutdnea na cavidade abdominal, o
mesentério foi exteriorizado para a observagdo da microcirculagdo in situ. Os
animais foram mantidos sobre uma placa aquecida (37 °C), dotada de area
transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A preparacdo foi mantida Umida e
aquecida por irrigacdo com solucéo fisiologica a estéril a 37 °C. A placa aquecida foi
posicionada em um microscépio Optico tri-ocular, acoplado a um fototubo com
sistema de lentes ampliadoras superpostas, um monitor de computador e um video
que permitiu a projecado e gravacao de imagem com aumento final de 3400 vezes
(BAEZ, 1969). Os vasos selecionados para o estudo foram vénulas pdés-capilares
com diametro variando 10 a 18 um, nos quais foram avaliados o rolamento dos
leucocitos e o nimero desses aderidos ao endotélio durante 5 minutos em uma
extensdo de 10 uym de vénula. A extensdo das vénulas foi definida na tela do
monitor: 10 pm no tecido correspondem a 3,4 cm na tela (FORTES et al., 1991).
Portanto, resultados foram expressos em rolamento celular/10 pm/min e células
aderidas/10 um?. Foram considerados nesta andlise, leucécitos que permaneceram
aderidos ao endotélio vascular por mais de 30 segundos (GRANGER et al., 1989;
GRANGER; KUBES, 1994). Duas determinagfes numéricas foram feitas por animal,

estimando-se o resultado como média de ambos.
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3.5.12 Efeito da fracdo proteica do latex de Calotropis procera (PL) em

neutrofilos cultivados  in vitro.

3.5.12.1 Isolamento de neutrofilos e preparo da cu  ltura celular.

Neutrdfilos foram isolados da medula 6ssea de camundongos, seguindo
método descrito por Zhang et al. (2001). Para tanto, animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, submetidos a assepsia com alcool 70% e mantidos em fluxo
laminar para realizacdo do procedimento experimental. Os fémures e tibias foram
dissecados com bisturi e com uma seringa de 10 ml acoplada com agulha de
insulina, as cavidades dos ossos foram lavadas com tampéo HBSS (Hank’s buffered
salt solution) até coleta total da medula 6ssea. O tecido obtido foi centrifugado a 400
X g por 10 minutos a 4 °C e, em seguida, ressuspenso em 3 ml de tampéao de lise
ACK (solucdo de lise eritrocitaria: NH4Cl- cloreto de amoénio 0,15 M; KHCOs3 —
bicarbonato de potassio 1 mM; NazEDTA — EDTA sdédico 0,1 mM; pH 7,2 -7,4) e
mantido em gelo. Apds 10 minutos, a suspenséo celular foi centrifugada, sob as
mesmas condi¢des descritas anteriormente, e o isolamento dos neutrofilos realizado
por meio de gradientes descontinuos de Percoll e Histopaque 1119 (FIEDLER et al.,
2011). Os neutrdéfilos isolados foram ressuspensos em um meio contendo
RPMI/BSA, onde entdo foi obtida uma concentracédo celular de 1 x 108 /ml para

utilizacao nas abordagens descritas a seguir.

3.5.12.2 Quimiotaxia de Neutréfilos in vitro.

Neste ensaio, foi investigado se a fracdo proteica do latex de Calotropis
procera (PL) interage diretamente com neutréfilos, promovendo a quimiotaxia. Para
tanto, foi utilizado o ensaio de migracdo de neutrofilos in vitro em microcamara
apropriada, conforme método descrito por Boyden (1962), modificada por Zigmond e
Hirsch (1973).

A suspensdo celular de neutréfilos (1 x 10%/ ml), obtida anteriormente, foi
utilizada para plagueamento (50 pl/po¢o) no compartimento superior da Camara de
Boyden. No compartimento inferior da camara, foram adicionados PL (100 pg/poco),
controle negativo RPMI e o controle positivo KC (20 ng/po¢o) em um volume final de

28,6 pl/poco. Os dois compartimentos foram separados por uma membrana de
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policarbonato (5 pm) e em seguida a camara foi incubada (37 °C/CO2 2%) por 1
hora. No final do periodo de incubacéo, o filtro foi removido, fixado e corado (kit de
coloragdo HEMA). A migracédo de neutrdéfilos foi quantificada por microscopia 6ptica
(aumento de 1000 X). A contagem de células foi realizada em cinco campos
aleatdrios, para cada poco, perfazendo um total de 5 poc¢os por grupo experimental.

A migracéo foi expressa como o numero de neutroéfilos por campo.

3.5.12.3 Avaliacao do efeito da fracdo proteica do latex de Calotropis procera

(PL) sobre a liberacdo de mediadores inflamatérios por neutréfilos  in vitro.

A suspensao de neutréfilos mantida em cultura (37 °C/CO2/2%) foi
incubada com PL (100 pg/poco), LPS (5 pug/ml) - controle positivo e RPMI- controle
negativo por 24 horas. Decorrido o periodo de incubacédo, o sobrenadante da cultura
foi coletado para dosagens de mediadores inflamatorios, conforme descrito a seguir.

Os niveis de oOxido nitrico no sobrenadante da cultura foi estimado de
forma indireta através da determinacdo da concentracdo de nitrito (NO2) pela reagéo
de Griess (CHEN et al.,, 2000). Neste ensaio, uma curva-padrdo de referéncia de
NO:2~, a partir de uma diluicdo seriada de uma solucdo de NaNO, foi preparada e
plagueada em placa de 96 pocos. Em seguida, adicionou-se em duplicata as
amostras dos sobrenadantes coletados (100 yL de cada amostra), seguido da
adicdo de 100 pL da solugao de Griess (1% de sufanilamida em 1% H3POa4/ 0,1% de
N-1-nafitil-etilenodiamina dihidrocloreto/aguadestilada/1:1:1:1) em cada poco. A
placa foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e a coloracao
purpura/magenta foi medida em leitor de ELISA com filtro de 540 nm. Os valores
obtidos para as amostras foram plotados com curva padréo e expressos em UM de
NO2".

A deteccédo de IL-1B3 e TNF-a foi determinada no sobrenadante da cultura
de neutrdfilos por ELISA (CUNHA et al., 1993). Placas de 96 pocos foram incubadas
por 12 h a 4 °C com anticorpo anti-IL-1 ou anti- TNF-a murino (4 yg/ml ou 0,8 pug/ml;
kit da R&D systems- Cat. N° DY501 ou DY510, respectivamente). Apds
sensibilizacdo das placas, as amostras foram adicionadas em duplicata e a curva
padrao foi preparada, em seguida incubadas por 24 h a 4 °C. As placas foram entao

lavadas trés vezes com solucédo tampao PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA) e incubadas
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com anticorpo monoclonal biotinilado anti- IL-18 ou anti- TNF-a diluidos (1:1000 com
BSA/Tween 1%). Apos o periodo de incubagdo a temperatura ambiente por 1 h, as
placas foram novamente lavadas e 50 pL do complexo HRP-avidina diluido 1:5000
foram adicionados. Decorridos 20 minutos, o reagente de cor o-fenilenodiamina
(OPD, 50 pl) foi adicionado e as placas foram incubadas na auséncia de luz a 37 °C
por 20 min. A reacdo enzimatica foi interrompida com H2SOa4 (1 M) e a densidade
optica medida a 490 nm em espectrofotdmetro. As concentracbes de citocinas
contidas nos sobrenadantes foram calculadas a partir de uma curva padrdo com 11
pontos, obtida por diluicdo seriada, sendo as concentragdes iniciais de 2000 pg/ml
para TNF-a ou 4000 pg/ml para IL-1B. Os resultados foram expressos em picograma
de citocinas/ml de sobrenadante.

A determinacdo dos niveis de PGE:2 produzidos nos sobrenadantes das
culturas de neutréfilos foi realizada utilizando Kit comercial de ELISA para dosagem
de PGE:2 (R&D Systems) com sensibilidade de 8,25 pg/ml. O procedimento foi
realizado conforme as indicacdes do fabricante. A concentracdo de PGE: foi
determinada utilizando como referéncia uma curva padrao diluida de forma seriada,
sendo o menor valor detectado de 19,6 pg/ml. A leitura da placa foi realizada em
leitor de ELISA com comprimento de onda de 492 nm.

3.6 Analise estatistica dos dados

Os dados foram expressos como a média * erro padrdo da média (EPM),
de acordo com o parametro avaliado. Diferencas estatisticamente significantes foram
determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de
Bonferroni para comparacfes multiplas das médias ou teste T-student para
comparacdo de pares de médias. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos sob intervalo de confianga de 95%. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism verséo 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 A fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz migracdo de

neutroéfilos para a cavidade peritoneal de forma con  centracdo-dependente.

A administracdo intraperitoneal da fracdo proteica do latex de Calotropis
procera (PL) induziu a migracdo de neutréfilos para esta cavidade de forma
concentracdo-dependente 4 horas apés sua injecao e, de forma significativa, quando
comparada ao grupo controle salina (*p < 0,05). PL apresentou efeito proé-
inflamatério com um méximo nas concentracdes de 1 e 3 mg/cavidade, ndo sendo
observada diferenca entre as mesmas. Portanto, a menor concentracdo com efeito
pro-inflamatério significativo foi de 1 mg/cavidade, sendo esta a concentracdo da

fracao proteica utilizada nos demais experimentos (Figura 2).

4.2 Efeito da fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) associada a

polimixina B sobre a migracdo de neutrofilos.

No intuito de investigar a relacdo do efeito pré-inflamatorio de PL com
possiveis contaminagBes das preparacfes com endotoxina, incubou-se as proteinas
do latex com sulfato de polimixina B (PmB) antes do tratamento por via
intraperitoneal. Neste ensaio, o perfil de migracdo de neutrofilos ocorreu de forma
similar em animais tratados com PL (1 mg/cav) associado ou ndo a polimixina B e,
de forma significativa, quando comparado ao grupo controle salina (*p < 0,05)
(Figura 3).

4.3 Fracdo proteica do latex de Calotropis procera (PL) induz migracdo de
neutréfilos de forma tempo dependente.

Com o objetivo de investigar o curso temporal desta atividade pro-
inflamatoria da fracdo proteica, a migracao de neutrdéfilos foi avaliada 2, 4, 8, 24, 48
horas apd6s a administracdo de PL (Figura 4). Observou-se que PL induziu um
aumento significativo do niamero de neutrofilos no fluido peritoneal a partir da 42
hora, tendo valor maximo observado na 82 hora e havendo um significativo declinio

na 482 hora apds sua administracdo. Apesar do pico da migracdo de neutréfilos ter
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ocorrido oito horas apdés administracdo da fracdo proteica, ndo houve diferencas
significativas quando comparada a quarta hora. Portanto, o tempo de avaliacdo

escolhido para nos demais ensaios a seguir foi de 4 horas.

Figura 2 - Efeito da fracdo proteica do latex de Calotropis procera (PL) sobre a
migracdo de neutrofilos.
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Animais foram tratados com NaCl 0,15 M estéril (Sal; i.p), PL (0,15, 0,3, 1, e 3 mg/cav; i.p.) ou
Zymozan (1 mg/cav) e a migragdo de neutrdéfilos foi avaliada 4 horas ap6s o tratamento. Resultados
estdo expressos como média + E.P.M de neutrofilos por cavidade. *p < 0,05 indica diferenca

estatistica comparado com o grupo NaCl 0,15 M estéril (Sal) (n=8; ANOVA - teste de Bonferroni).

Figura 3 - Efeito da frag&o proteica do latex de Calotropis procera (PL) associada a
polimixina B (PmB) sobre a migracao de neutrofilos.
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Os animais foram tratados com NaCl 0,15 M estéril (Sal; i.p), PL (1 mg/cav) ou PL associado a
polimixina B (10 pug/ml). A migracao de neutréfilos foi avaliada 4 horas apds o tratamento. Resultados
estdo expressos como média + E.P.M de neutrofilos por cavidade. *p < 0,05 indica diferenca

estatistica comparado com o grupo NaCl 0,15 M estéril (Sal) (n=8; ANOVA - teste de Bonferroni).
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Figura 4 - Curso temporal da migracao de neutréfilo s induzida por PL.
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Os animais foram tratados i.p com PL (1 mg/cav) ou NaCl 0,15 M estéril (Sal) por via i.p. A migragao
de neutrdéfilos avaliada apos 2, 4, 8, 24 e 48 horas. Valores expressos como média + E.P.M. de 6

animais. * p< 0,05 comparado ao grupo Sal. ANOVA - Bonferroni.

4.4 O aumento da populacdo de macrofagos na cavidad e peritoneal aumentou

a migracao de neutréfilos induzida pela fracdo prot  eica do latex de Calotropis
procera (PL).

O tratamento de animais com tioglicolato aumentou de forma significativa
a populacdo de macréfagos na cavidade peritoneal quando comparado ao grupo
controle salina (*p < 0,05) (Figura 5- painel A).

O aumento da populacdo de macréfagos intensificou a migracdo de
neutrofilos induzida pela fracdo proteica quando comparado aos animais que
receberam apenas PL (*p < 0,05). O efeito do fMLP, agente quimiotatico direto (10 x

10° moles/cavidade) ndo foi alterado pelo aumento da populacdo de macréfagos
(Figura 5- painel B).
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4.5 A deplecdo de mastocitos da cavidade peritoneal aumenta a migracao de
neutrofilos induzida pela fragcao proteica do latex de Calotropis procera (PL).

A deplecdo de mastdocitos residentes na cavidade peritoneal com o
composto 48/80 ocorreu de forma significativa em relacdo ao grupo controle (Figura
6- painel A). A deplecdo de mastocitos peritoneais interferiu na migracdo de
neutréfilos induzida pela fracédo proteica (PL), bem como do fMLP (10 x 10° moles/
cav.) (figura 6- painel B). Esses dados sugerem que os mastécitos estdo envolvidos

na migracao de neutrofilos induzido pela fragcao proteica.

Figura 5 - O aumento da populacéo de macrofagos na  cavidade peritoneal aumentou a
migracdo de neutrofilos induzida pela fracdo protei ca do latex de Calotropis procera
(PL).
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Painel A: ndmero de macréfagos do grupo controle (C) e dos animais tratados com tioglicolato (Tg;
3% v/v; 1 mli.p.). Painel B: migracdo de neutréfilos em animais tratados por NaCl 0,15 M estéril (Sal,
1 ml), PL (1 mg/cav), fMLP (10 x 10° moles/cav), nas cavidades pré-tratadas com Tg ou ndo. A
migracgdo de neutrdfilos foi avaliada 4 h apés a injecao dos estimulos. Os resultados foram expressos
como a media £ E.P.M. do nimero de mononucleares ou neutréfilos em 6 animais. * p< 0,05
comparado a C; # p< 0,05 comparado a Sal. ép< 0,05 comparado ao grupo PL nado tratado com

tioglicolato. ANOVA — Bonferroni.
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Figura 6 - A deplecdo de mastdécitos da cavidade per itoneal aumentou a migracao de
neutrdfilos induzida pela fragé@o proteica do latex de Calotropis procera (PL).
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Painel A: populacdo de mastécitos em animais controles (C) e pré-tratados com composto 48/80.
Painel B: migracao de neutrdéfilos induzida em animais tratados com: NaCl 0,15 M estéril (Sal, 1 ml
i.p.), PL (1 mg/cav.), nas cavidades tratadas ou ndo com 48/80. A migracao de neutrofilos foi avaliada
4 h apos a injecdo dos estimulos. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de

mastaécitos e neutréfilos de 6 animais. ** p< 0,05 comparado ao grupo C e * p< 0,05 comparado ao

grupo Sal e # p<0,05 comparado ao grupo PL. ANOVA — Bonferroni.

4.6 Efeito de diferentes bloqueadores farmacolégico s na migracdo de

neutroéfilos induzida por PL na cavidade peritoneal.

Com o intuito de investigar os possiveis mediadores envolvidos na
atividade pré-inflamatéria da fracdo proteica (PL) foi realizada a modulacdo
farmacoldgica no modelo de peritonite (Tabela 1).

Neste estudo ficou demonstrado que as drogas anti-inflamatorias
dexametasona e talidomida, glicocorticoide e inibidor especifico de TNF-q,
respectivamente, inibiram significativamente a migracdo de neutrofilos para a
cavidade peritoneal induzida pela fracdo PL quando comparados aos grupos
controle PL e salina (NaCl 0,15 M estéril) (p< 0,05). O pré-tratamento dos animais

com indometaciona, um inibidor inespecifico das ciclo-oxigenase 1 e 2, bem como o
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celecoxib, inibidor seletivo da COX-2, reduziu significativamente a migracao de
neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida pela fracdo PL (p< 0,05). Efeitos
similares na modulacao dos efeitos de PL foram observados no pré-tratamento com
pentoxifilina, farmaco com potente acdo vasodilatador. Por outro lado, o tratamento
dos animais com PCA e meclizina, um antagonista do receptor ativador de plaquetas
e um anti-histaminico, respectivamente, ndo produziram nenhum efeito inibitério

sobre a migracéo induzida por PL.

Tabela 1 - Efeito de diferentes bloqueadores farmac oldgicos na migracdo de
neutrofilos induzida por PL na cavidade peritoneal.

Tratamento Dose ou Migracao de neutrofilos
concentracao (Neutréfilo x 10 3/ml)

NaCl 0,15M estéril 1 ml/cav; i.p. 293,3+0.6
PL 1 mg/cav; i.p. 3.221 +3.3°
PL + Meclizina 40 mg/kg; s.c. 3.143 £ 3.7
PL + PCA 10 mg/kg; s.c. 2.049+25
PL + Dexametasona 0.5 mg/kg; s.c. 1.044 +2.6%
PL + Pentoxifilina 100 mg/kg; s.c. 1.860 £ 2.1*%
PL + Talidomida 50 mg/kg; s.c. 1.483+1.7%
PL + Indometacina 3 mg/kg; s.c. 1.011 +2.0%
PL + Celecoxibe 30 mg/kg; s.c. 1.501 £ 2.2

Pré-tratamento com celecoxibe, pentoxifilina, indometacina, talidomida e dexametasona, mas nao
com meclizina e PCA (antagonista do receptor ativador de plaquetas) inibiram a migracdo de
neutréfilos induzida por PL. Os resultados reportam a média + E.P.M. de 6 animais. #*p < 0,05
comparado ao grupo PL, “p < 0,05 comparado ao grupo NaCl 0,15 M estéril. ANOVA — Bonferroni.

4.7 Efeito da fracdo proteica do latex de Calotropis procera (PL) sobre a

permeabilidade vascular.

O aumento da permeabilidade vascular, levando ao extravasamento de
fluido rico em proteina (exsudato) para o tecido extravascular, € uma caracteristica
fundamental da inflamacdo aguda. Nesse sentido foi realizado o protocolo para
avaliar o possivel aumento da permeabilidade vascular induzido pela fracao proteica
(PL) na cavidade peritoneal de camundongos. A Figura 7 demonstra que a fracao
proteica promove de forma significativa (p< 0,05) o aumento da permeabilidade
vascular com 2 e 3 horas apos tratamento quando comparado aos animais tratados

com salina (NaCl 0,15 M estéril) ou zymosan (grupos controles).
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Figura 7 — A fracdo proteica do latex de Calotropis procera (PL) aumentou a
permeabilidade vascular na cavidade peritoneal
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Animais foram tratados com PL (1 mg/cav; i.p.) ou Zymozan (1 mg/cav) e a permeabilidade vascular
foi avaliada 2 ou 3 horas apés os tratamentos. Resultados estdo expressos como média + E.P.M da
quantidade de azul de Evans (AE) no fluido peritoneal (mg/ml). *p < 0,05 indica diferenca estatistica
comparado com o grupo NaCl 0,15 M estéril (Sal). (h=7; ANOVA — teste de Bonferroni).

4.8 A fracao proteica do latex de  Calotropis procera (PL) aumenta os niveis de

citocinas (IL-1 e IL-6) no fluido peritoneal de cam  undongos.

Considerando que a acdo pré-inflamatéria da fracdo proteica estaria
relacionada a sua habilidade de induzir a sintese de mediadores por leucdcitos e
células residentes na cavidade peritoneal, apds o estimulo com PL, realizou-se uma
lavagem dessa cavidade e o fluido foi coletado para dosagens de IL-1, IL-6 e TNF-a.

A administracao intraperitoneal da fracdo proteica (PL — 1 mg/cav)
estimulou a producdo de mediadores pro-inflamatorios no exsudato peritoneal, apos
4 horas do tratamento, visto pelo aumento significativo (p<0,05) nos niveis de IL-1
(3196 + 725,5 pg/ml) (FIGURA 8 — painel A) e IL-6 (588,2 £ 52,2 pg/ml) (FIGURA 8 —
painel B), quando comparado aos niveis obtidos em resposta ao controle negativo
SAL: IL-1(178,4 £ 77,29) e IL-6 (0,083 £ 0,085). Os niveis de TNF-a no fluido
peritoneal ndo foram alterados de forma significativa apds tratamento com PL

(Figura 8 - painel C).
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FIGURA 8 - A fracado proteica do latex de  Calotropis procera (PL) aumenta os niveis de

citocinas (IL-1 e IL-6) no fluido peritoneal de cam
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PAINEL A - niveis de IL-1. PAINEL B - niveis de IL-6. PAINEL C — niveis de TNF-a. Os animais

receberam salina (controle) ou PL (1 mg/cav) e apds 4 horas a concentracdo de citocinas foi

determinada por ELISA. Os resultados foram expressos como media + E.P.M. de pg de citocina/ml de

fluido peritoneal (n=5). * indica significaAncia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo salina (Test

Student).
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4.9 A fragdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz migragéo de

leucécitos no modelo da bolsa de ar (“Air pouch”).

O potencial da fracdo proteica (PL) em exercer quimiotaxia para
neutréfilos em uma cavidade com predominio de macréfagos residentes foi
investigado no modelo da bolsa de ar subcutanea (Figura 9). Nessa cavidade
artificial, coletou-se o fluido apds 4, 24 e 48 horas da administracdo de PL para
avaliacdo do perfil da migracdo leucocitaria. Demonstrou-se que PL induz uma
potente migracdo de leucotcitos com 4 e 24 horas, com predominio de células
polimorfonucleares, quando comparado a mononuclear (p < 0,05). Um declinio

desta migracéo foi evidenciado com 48 horas.

4.10 Fracédo proteica do latex de Calotropis procera (PL) induz aumento dos
niveis de nitrito no fluido da bolsa de ar subcutan ea.

Nos processos inflamatérios, o 0xido nitrico (NO) promove vasodilacéo,
relaxamento da musculatura lisa, reduz a agregacao e adeséo plaquetaria, além de
ser citotoxico para determinados patdégenos. Entretanto, como o NO é dificiimente
dosado diretamente, seus metabdlitos, como nitrito e nitrato podem ser utilizados
para monitorar a sua formacao, inclusive em fluidos inflamatdrios através da reacao
de Griess. Portanto, o fluido obtido na bolsa de ar foi utilizado na determinacdo dos
niveis de nitrito (Figura 10). Os resultados demonstraram que houve um aumento
nos niveis de nitrito no fluido da bolsa de ar de camundongos apds 4, 24 e 48 horas
da administracdo de PL. Esse efeito ocorreu de forma significativa ('p < 0,05)
quando comparado aos niveis de animais que receberam apenas NaCl 0,15 M

estéril e foi similar ao controle positivo zymosan.
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Figura 9 - Curso-temporal da migracdo de leucdcitos induzido pela fracéo proteica do
latex de Calotropis procera (PL) no modelo da bolsa de ar.
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Ap6s inducdo da bolsa de ar, os animais foram tratados com PL (1 mg/cav). A migracado de leucdcitos
foi avaliada com 4, 24 e 48 horas. Valores expressos como média + E.P.M. de 6 animais. * p< 0,05

representa a diferenca entre leucdcitos polimorfonuclear e mononuclear nos grupos tratados com PL.
ANOVA - Bonferroni.

Figura 10 - Fracao proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz aumento dos
niveis de nitrito no fluido da bolsa de ar subcutan ea.
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ApOs indugédo da bolsa de ar, animais foram tratados com PL (1 mg/cav) ou zymosan (2 mg/cav) e o
fluido coletado 4, 24 e 48 horas para determinagcéo dos niveis de nitrito através da reacédo de Griess.
Resultados estao expressos como a média + E.P.M. da concentracdo de NO2 (uM). *p<0,05 indica

diferenca estatistica comparado com o grupo NaCl 0,15 M estéril (n=6; ANOVA - teste de Bonferroni).
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4.11 A fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz rolamento e

adesdo de leucécitos ao endotélio vascular do mesen  tério de camundongos.

A administracdo da quimiocina derivada de queratindcitos (KC) por via
intraperitoneal (500 ng/cavidade) induziu um aumento significativo do rolamento (24
+ 4,5 leucdcitos/min) e adesdo (19,25 * 2,7 leucécitos aderidos/10 um?) de
leucécitos no endotélio (vénulas mesentéricas pos-capilares; in vivo) quando
comparado ao grupo controle negativo que recebeu apenas PBS (200 ul/cavidade)
(rolamento: 5,7 *+ 0,8 leucécitos/min; adeséo: 1,7 + 0,5 leucécitos aderidos/10 pm?).
O tratamento com a fracdo proteica (PL) na concentracdo de 1mg/cavidade induziu
de forma significativa o rolamento (24,25 + 2,5 leucdcitos/min; inducdo de 325,44%)
e adesdo (11,25 + 2,0 leucécitos aderidos/100 mm?; indugcdo de 561,71%) de
leucdcitos ao endotélio quando comparado ao controle negativo ("p < 0,05) e similar
ao grupo controle positivo (Figura 11; painel A e B).
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Figura 11 — A fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz rolamento e
adesao de leucdcitos ao endotélio vascular do mesen  tério de camundongos.
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Os animais foram tratados i.p. com PBS, PL (1,0 mg/cav) ou KC (500 ng/cav). Ap6s 4h o rolamento e
a adesao de leucécitos foram avaliados por microscopia intravital mesentérica. Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. do nimero de leucdcitos rolando/min (painel A) e do niamero de
leucocitos aderidos/10 um? (painel B). *indica significancia estatistica (p<0.05) comparado ao grupo

PBS (n=6; ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.12 A fragdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz quimiotaxia de

neutrofilos in vitro .

No intuito de investigar o potencial quimiotatico da fracdo proteica (PL)
para leucocitos ocorreria também pela sua interagdo diretamente em neutrofilos,
utilizou-se a camara de Boyden como modelo experimental, em condi¢bes
adequadas para que um ensaio de migracdo pudesse mimetizar in vitro o
recrutamento de leucécitos observado durante processos inflamatérios in vivo.
Através dos dados dispostos na figura 12, observou-se que houve migragcédo
significativa ("p < 0,05) de neutréfilos quando estimulados pelo controle positivo (26,2
*+ 6,9) em relacdo ao controle negativo RPMI (2,0 £ 1,0). Da mesma forma, essa
migracdo foi significativa em resposta ao efeito quimiotatico induzido pela fracao
proteica (19,6 £ 1,6).

4.13 Efeito da fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) sobre a

liberacdo de mediadores inflamatério por neutrofilo S in vitro.

Considerando que a agdo quimiotatica da fracdo proteica estaria
relacionada a sua habilidade de induzir a liberacdo de mediadores pro-inflamatoria
por leucdcitos, a suspensao de neutrdéfilos foi mantida em cultura e incubada com os
estimulos. O sobrenadante da cultura foi coletado para dosagens de TNF-qa, IL-1(,
NO:2 e PGEo.

Neutréfilos incubados com LPS foram induzidos a producdo de TNF-a
(1218,5 + 154,5 pg/ml), IL-1B (4498 + 766 pg/ml), NO2 (41,2 + 8,8 pg/ml) e PGE->
452,6 + 73,5 pg/ml), de forma significativa (p<0,05), quando comparado aos niveis
obtidos em resposta ao controle negativo RPMI: TNF-a (267,3 = 60,7 pg/ml), IL-1(3
(1234 + 168 pg/ml), NO2 (10,2 = 1,4 pg/ml) e PGE2 (104,5 + 26,4 pg/ml). De forma
similar, a fracdo proteica estimulou neutroéfilos em cultura a producéo de mediadores
pro-inflamatorios, visto pelos niveis significativos de TNF-a (834,2 + 138,5 pg/ml), IL-
1B (3226 £ 383 pg/ml), NO2 (33,2 £ 4,9 pg/ml) e PGE2 (346,6 = 28,5 pg/ml), quando
comparado aqueles ao controle negativo - RPMI (Figura 13 - painel A, B, C e D).
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Figura 12 — A fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz quimiotaxia de
neutrofilos in vitro .
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Os neutrdfilos foram estimulados em microcamara com PL (100 ug/poco), KC (20 ng/pogo) - controle
positivo de quimiotaxia e RPMI - controle negativo. Os resultados estdo expressos como a média +
E.P.M. do ndmero de neutréfilos por campos de um total de cinco campos. *p<0,05 comparado ao

grupo controle RPMI (ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni).
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Figura 13 - A fracdo proteica do latex de  Calotropis procera (PL) induz a liberacéo de

mediadores inflamatorios por neutrofilos in vitro .
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Neutréfilos (1 x 10%) de camundongos foram incubados com PL (100 pg/pogo), LPS (5 pg/ml) ou
RMPI por 24h. Os valores de TNF-a (painel A), IL-1B (painel B), NO: (painel C) e PGE: (painel D)
representam a média + E.P.M. de ensaios em duplicatas. *p<0,05 comparado ao grupo controle RPMI

(ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

As plantas laticiferas sdo uma interessante fonte de moléculas com
atividades biolégicas e sua eficiéncia € frequentemente suportada pelo uso na
medicina popular (OLIVEIRA et al., 2007).

O latex per si, na sua forma bruta, integra, € conhecido por ocasionar
efeitos medicinais, como também, efeitos toxicos, tais como congestdo ocular,
dermatite apos exposicdo acidental (TOMAR et al., 1970), injuria endotelial
permanente e efeitos letais em modelos animais (AL-MEZAINE et al., 2005; BADWI
et al., 1998; BIEDNER et al., 1977; HANDA et al., 1984; PADHY; KUMAR, 2005). A
fim de evitar tais efeitos indesejaveis, varios grupos de pesquisa tém buscado isolar
seus componentes téxicos dos terapéuticos. Alencar et al. (2006) promoveram a
separacao total do latex de C.procera, isolando o seu principal componente toxico
(borracha), obtendo uma fragcéo rica em proteinas. A fracdo isolada denominada PL
tem exibido propriedades anti- e pro-inflamatodrias, antinociceptiva, cicatrizante,
antitumoral (ALENCAR et al., 2004, ALENCAR et al.; 2006; FIGUEIREDO et al.,
2014; FREITAS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2007; RASIK et al., 1999; SOARES et
al., 2005; SINGH; KUMAR, 2000).

Com intuito de avaliar o potencial citotoxico da fragdo proteica (PL),
estudos preliminares realizados em nosso laboratério avaliaram o efeito in vitro de
PL em culturas de neutréfilos humanos através dos testes classicos de viabilidade
celular: MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide) e LDH
(lactato desidrogenase) que permitem a deteccdo de alteracbes na atividade
metabdlica mitocondrial e danos ao nivel da membrana celular, respectivamente
(MOSMANN, 1983). Os resultados demonstraram que PL, mesmo em
concentragdes crescentes (1 - 100 pg/ml), ndo conferiu nenhum estimulo nocivo a
integridade dos neutrofilos, visto pela baixa atividade de LDH e a alta viabilidade dos
neutrofilos pelo teste do MTT, quando comparado ao composto triton X-100, cuja
atividade citotoxica € bem caracterizada (FIGUEIREDO, 2011). Oliveira et al. (2007),
avaliaram a citotoxicidade de PL contra diferentes linhagens de células tumorais e
relataram a alta toxicidade nas concentracdes entre 0,42 a 1,36 pg/ml. Entretanto,
nestas mesmas concentracbes, ndo foram observados efeitos visiveis sobre a

viabilidade ou morfologia de células mononucleares saudaveis expostas a PL, o que
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em conjunto parece sugerir uma seletividade destas proteinas no reconhecimento de
moléculas na superficie de células tumorais ou normais.

Os efeitos das proteinas do latex de C. procera (PL) na resposta imune
tém sido particularmente investigados. Existem muitos relatos, principalmente do
nosso grupo de pesquisa, sobre os efeitos pro e anti-inflamatério das proteinas do
latex de C.procera. Estudos sugerem que este antagonismo de atividades depende
do meio de extracdo e da via de administracdo nos animais experimentais
(ALENCAR et al., 2006).

O efeito anti-inflamatorio da administragdo intravascular das proteinas
pode ser uma consequéncia da formagdo de um gradiente quimiotético negativo,
com maiores concentracbes das proteinas no limen do vaso do que no tecido
perivascular, bloqueando a migracdo para o sitio da inflamacdo (PEREIRA-DA-
SILVA et al.,, 2012). De fato, este efeito antagonista, pro- e anti-inflamatorio,
dependente da via de administracao ja foi relatado na literatura para outras proteinas
vegetais. Estudos desenvolvidos por Alencar (2001) demonstram que a lectina de
Lonchocarpus sericeus apresenta atividade pré-inflamatéria quando administrada
por via intraperitoneal e anti-inflamatdria quando administrada por via endovenosa.

Investigando o efeito de PL em modelos experimentais de sepse 0 n0SsO
grupo de pesquisa demonstrou ser esta fracdo detentora de importante potencial
modulador da resposta imunoldgica/inflamatéria em animais sépticos. Camundongos
tratados com um indculo letal de S. enterica morriam até 7 dias ap6s. Entretanto, a
administracao intraperitoneal de PL 24 horas anteriores a infe¢éo, diminuiu de forma
significativa a mortalidade dos animais. Foi verificado também que animais que
recebiam as proteinas do latex apdos o inicio da infeccdo ndao eram protegidos e
morriam (OLIVEIRA et al., 2012). Em acréscimo, foi demonstrado também que PL
intraperitonealmente, mantém a homeostasia da coagulacdo em camundongos
sépticos (RAMOS et al., 2012).

Esses resultados s&o consistentes e credenciam a PL como uma
ferramenta de potencial imunomodulador a ser investigado com estudos
complementares. Assim, o0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
administracdo local de PL sobre a resposta inflamatéria aguda em modelos
experimentais in vivo (peritonite e bolsa de ar subcutanea) e in vitro (cultura de

neutrofilos).
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A inflamacéo aguda € uma resposta do sistema imune inato que pode ser
iniciada por uma grande diversidade de injarias (fisica, quimica ou bioldgica) e é
seguida por uma cascata de eventos bioquimicos e celulares, que incluem
extravasamento de fluidos, ativagcdo enzimatica, migracdo celular, liberacdo de
mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual
(BECKER, 1983).

A migracdo de leucécitos da circulacdo para o local da inflamacao é
mediada por interacdes moleculares sequenciais entre os neutrofilos, as células
endoteliais e 0os componentes da matriz extracelular. Sistemas de adesdo das
selectinas permitem que os leucécitos rolem sobre a superficie do endotélio, através
de dominios lectinicos que reconhecem e interagem de forma especifica com
carboidratos de superficie. Isto induz alteragcdes conformacionais nas moléculas de
adesdao do tipo integrinas que interagem com moléculas de adesao na superficie das
células endoteliais, conduzindo a uma maior afinidade e aderéncia do leucdcito ao
endotélio (LEY et al., 2007).

O neutrofilo é o principal tipo de leucécito participante nos mecanismos
inatos de defesa, e seu recrutamento é crucial para resposta do hospedeiro contra a
invasdo de tecidos por microrganismos (MALECH; GALLIN, 1987). Os neutrofilos
sdo atraidos para os locais de inflamacao por varios estimulos, tais como produtos
de micro-organismos (LPS) e fatores quimiotaticos liberados por células residentes
(WAGNER; ROTH, 2000). Citocinas, quimiocinas, eicosanoides, LTB4 e Cha estao
entre os principais mediadores quimioatratores para neutréfilos (DINARELLO, 2000;
KUMAR et al., 2005; TAGER; LUSTER, 2003). Em adi¢cédo, os neutréfilos também
liberam citocinas e quimiocinas que promovem sua auto-ativacdo, além do
recrutamento de outras células do sistema imunoldgico (YAMASHIRO et al., 2001).

Ha evidéncias consistentes na literatura que uma resposta inflamatoria
aguda, caracterizada por uma elevada infiltracdo de neutréfilos, também pode ser
induzida em animais por varias moléculas bioativas derivadas de plantas. Neste
estudo, administracdo intraperitoneal da fragdo protéica do latex de Calotropis
procera (PL) induziu a migracdo de neutrofilos para esta cavidade de forma
concentragdo-dependente 4 horas apds sua injecdo. A PL apresentou efeito pré-
inflamatorio crescente nas concentracdes de 1 e 3 mg/cavidade, mas ndo sendo

observada diferenca significativa entre as mesmas. Portanto, a menor concentracéo
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com efeito pro-inflamatorio significativo foi de 1 mg/cavidade, sendo esta a
concentracéo da fracao proteica utilizada nos demais experimentos.

Esta descrito na literatura cientifica que endotoxinas como
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) quando presentes na cavidade peritoneal de
animais experimentais causam um intenso influxo de neutréfilos e estimulam a
liberacdo de citocinas por macréfagos e monaocitos (AMURA et al., 1997). Assim, a
relacdo do efeito pré-inflamatério de PL com possiveis contaminacbes das
preparacdes com endotoxinas foi excluida, uma vez que a incubacéo das proteinas
do latex com sulfato de polimixina B (antibiético capaz de neutralizar endotoxinas
bacterianas) antes do tratamento, ndo alterou o perfil de migracdo de neutrdfilos ja
estabelecido pela fracdo PL.

O curso temporal do efeito estimulador de leucécitos exercido pela fracao
PL seguiu um padrdo caracteristico da resposta inflamatéria aguda. A fracdo PL
induziu um aumento significativo no nimero de neutréfilos no fluido peritoneal dos
animais a partir da 42 hora, tendo valor maximo observado na 82 hora, com um
significativo declinio na 482 hora apds sua administracdo. Apesar do pico da
migracdo de neutréfilos ter ocorrido oito horas apds administracdo da fracdo
proteica, ndo houve diferencas significativas quando comparada a quarta hora.
Portanto, o tempo de avaliagéo escolhido para os demais ensaios foi de 4 horas.

Estudos realizados com proteinas (CgLP) isoladas do latéx da planta
Cryptostegya grandiflora (ALBUQUERQUE et al., 2009), utilizando o0 mesmo modelo
experimental de peritonite, demonstraram um efeito indutor sobre a migragéo de
neutrofilos quando administrada intraperitonialmente. Resultados semelhantes
também foram encontrados para uma lectina (DrosL) isolada das sementes da
planta Dioclea rostrata (FIGUEIREDO et al., 2009).

A transmigracdo através da barreira endotelial envolve interacfes
homofilicas e heterofilicas entre moléculas de adesado e receptores em leucdcitos e
no endotélio. Uma vez tendo deixado a circulacdo e passado através do endotélio,
0s neutréfilos migram para o tecido inflamado ao longo de um gradiente de
mediadores quimiotaticos (WOODFIN et al., 2009).

Os macrofagos e mastocitos colaboram no recrutamento de neutrdfilos,
através da liberacdo de mediadores inflamatorios tais como o fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina (IL-1), IL-8, componentes do sistema complemento,
quimiocinas, e leucotrienos B4 (LTB4) (AJUEBOR et al., 1999). Esta bem descrito na
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literatura a participacdo do TNF-a e IL-1 no recrutamento de neutrofilos. Estas
citocinas favorecem um aumento da expressdo das moléculas de adeséo, selectina
e ICAM-1, nas células endoteliais, induzindo a migracédo de neutrofilos ao espaco
extravascular (CANETTI et al., 2001; SAUNDERS et al., 2005; WAGNER, 2000).

Neste contexto, investigamos a participacdo de células residentes
(macréfagos e mastocitos) na resposta inflamatoria da fracdo PL do latex de C.
procera no modelo de peritonite, alterando o padrdo destas células na cavidade
peritoneal, por meio de ferramentas farmacoldgicas descritas na literatura.

O incremento na populagdo de macréfagos da cavidade peritoneal pelo
tratamento dos animais com tioglicolato intensificou a migracdo de neutrdfilos,
aumentando a resposta inflamatoria induzida pela fracdo proteica do latex.
Entretanto, o efeito quimiotatico do fMLP nao foi alterado pelo aumento da
populacdo de macrofagos, uma vez que ja se sabe que este fator age por meio
independente de células residentes (RIBEIRO et al.,, 1997). Estes resultados,
portanto, sugerem que a PL induz o recrutamento de neutrofilos por mecanismos
indiretos dependentes de macrofagos residentes. Como os macrofagos sao fontes
importantes de citocinas, poderiam ser estas as responsaveis pela atividade
quimiotética para neutrofilos induzida pela fragcao PL.

A participacdo dos macrofagos residentes no recrutamento de neutrofilo
para o foco inflamatério ja foi bastante demonstrada na literatura. De acordo com
Souza et al. (1988), a migracdo de neutrdéfilos induzida por carragenina ou zymosan
na cavidade peritoneal diminui quando a cavidade é depletada de macréfagos
residentes, enquanto € aumentada pelo o pré-tratamento com tioglicolato.
Corroborando com esses achados, outros resultados demonstraram que o
lipopolissacarideo (LPS) quando administrado na cavidade peritoneal de ratos,
induzia a migracdo de neutrofilos através da liberacdo por macrofagos de um
potente fator quimiotatico para neutréfilos (CUNHA; FERREIRA, 1986).

O envolvimento de macrofagos residentes também foi demonstrado no
estudo da resposta inflamatoria induzida por proteinas (CgLP) isoladas do latex da
planta Cryptostegya grandiflora (ALBUQUERQUE et al.,, 2009). O aumento na
populacdo de macrofagos residentes na cavidade peritoneal com tioglicolato
aumentou mais de 100% a migracdo induzida pela CgLP. O pré-tratamento com
tioglicolato na cavidade peritoneal também induziu um aumento de 303% na

migracao neutrofilica induzida pela lectina DrosL (FIGUEIREDO et al., 2009).
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Mastdcitos se distribuem amplamente nos tecidos conjuntivos e
participam das reacfes inflamatérias agudas e persistentes. Esta célula secretora,
em estado de repouso, contém grande quantidade de granulos compostos por um
complexo de moléculas bioativas, tais como TNF-a, IL-1, MCP-1, histamina,
proteases, leucotrienos e interleucinas dispersas pelo citoplasma. O mastdcito
quando ativado, em um processo conhecido como degranulacao, libera o contetdo
dos seus granulos, que por sua vez deflagram diferentes respostas inflamatarias,
tais como o recrutamento de neutréfilos e mondcitos, dilatagéo arterial e 0 aumento
da permeabilidade vascular (BRIGHTLING et al., 2003; NOLI et al., 2001; PEREIRA
et al., 2010; TANG et al., 1998).

O envolvimento dos mastoécitos no efeito quimiotatico para neutrofilos
induzido pela fracdo PL foi investigado, depletando-se os mastdcitos residentes na
cavidade peritoneal com o composto 48/80. De forma inesperada, observou-se que
a migracao de neutrofilos induzida pela fracdo proteica (PL) foi significativamente
aumentada nos animais depletados de mastécitos. Como ja haviamos sugerido que
o efeito quimiotatico para neutrofilos induzida pela PL dependia de macrofagos
residentes, em conjunto com este novo resultado, podemos supor uma possivel
acdo moduladora inibitéria dos mastécitos sobre os macréfagos, uma vez que a
deplecdo dos mastdcitos, intensificou a migracdo neutrofilica. Entretanto,
investigacdes futuras sdo necessarias para elucidar o papel dos mastdcitos sobre a
quimiotaxia de neutrdfilos induzida pela PL.

O papel dos mastécitos como moduladores da migracdo de neutrofilos
tem sido descrito na literatura (ALENCAR et al., 2005b; RODGERS; XIONG, 1996).
Citocinas inibitérias, tais como IL-4 e IL-10, controlando a resposta imune-
inflamatoria, podem estar envolvidas neste efeito (CUNHA et al., 1999; OLIVEIRA et
al., 2011; VICELK; LEE, 1994). Assreuy et al. (2003), durante um estudo da
atividade pro-inflamatéria da Espermadesina suina, uma glicoproteina do fluido
seminal suino, demonstraram que tanto o tratamento com o tioglicolato quanto a
deplecdo de mastécitos pelo composto 48/80 aumentavam a migracéo de neutrofilos
induzida pela Espermadesina. O efeito quimiotatico indireto também foi demonstrado
injetando o sobrenadante da cultura de macrofagos estimulados pela
Espermadesina na cavidade peritoneal dos animais. Utilizando anticorpos anti-TNF-
a e anti-IL-4 em cultura de macréfagos e mastocitos, respectivamente,

demonstraram que a migracdo neutrofilica induzida pela Espermadesina envolvia a
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liberacdo do mediador inflamatério TNF-a por macrofagos estimulados e que esta
atividade era modulada pela interleucina-4 (IL-4) liberada por mastdcitos.

O equilibrio entre as citocinas liberadas pelos macréfagos (TNF-a) e
mastocitos (IL-4) parecem controlar o inicio da migracdo de neutrofilos em resposta
a estimulos inflamatorios, evitando um recrutamento neutrofilico excessivo. Esta
regulacédo parece ser crucial durante situagdes em que o acumulo excessivo de
neutroéfilos poderia provocar danos aos tecidos (ASSREUY et al., 2003).

No intuito de evidenciar os possiveis mediadores envolvidos na atividade
pro-inflamatéria da fracdo proteica (PL) foi realizada uma modulacdo farmacoldgica
no modelo de peritonite, utilizando diversos tipos de bloqueadores.

Neste estudo, ficou demonstrado que as drogas anti-inflamatorias
dexametasona e talidomida, um glicocorticéide e um inibidor especifico de TNF-q,
respectivamente, inibem significativamente a migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal induzida pelo latex. Estes resultados sugerem a participacdo de
citocinas, inclusive TNF-a na resposta inflamatéria induzida pela fragdo PL de C.
procera, uma vez que € bem estabelecido o efeito inibidor da dexametasona sobre a
liberacdo de prostaglandinas, citocinas e quimiocinas por macrofagos (KARTORI et
al., 1990; ODA; KARTORI, 1992; ROCHA et al., 1997; SOUZA et al., 1997).

Os efeitos farmacoldgicos dos glicocorticdides sdo geralmente atribuidos
a supressdo de mdltiplas vias sinalizadoras envolvidas na resposta inflamatoria
levando a uma reducédo nos niveis de mediadores quimicos da inflamacéo (PG5,
leucotrienos, citocinas, quimiocinas e NO) no sitio da injaria. Essas drogas sao
responsaveis pela inducdo da sintese de varios genes, incluindo o gene da anexina
1, que inibe a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima responsavel pela liberacdo de
acido araquidonico a partir dos fosfolipidios da membrana celular, com posterior
ativacdo das vias das ciclo-oxigenases, que determina formacdo de PGs, e pela
ativacdo da via das lipo-oxigenases, responsavel pela sintese dos leucotrienos. Tal
mecanismo de acdo pode explicar, pelo menos em parte o efeito global desses
agentes sobre as células, contribuindo para a reducdo das consequéncias da
resposta inflamatoria (CAMERON, 2005; GOLIKOV et al., 1994; HIRSCHELMANN et
al., 1991; STEWART et al., 2002).

Com relacdo a migracdo de neutrofilos, tem sido descrito que a
dexametasona inibe a migracdo dessas células, sendo esse efeito explicado como

resultado do bloqueio da liberacédo de fatores quimiotaticos em resposta a estimulos
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inflamatorios (FACCIOLI et al., 1990; CUNHA; FERREIRA, 1986) ou pelo bloqueio
da adesdo neutrofilo-endotélio (MOON; TERSHAKOVIC, 1953). Este bloqueio
parece ocorrer, mas precisamente, na etapa da migracdo, visto que os neutroéfilos
permanecem entre o endotélio e a membrana basal sem atingir o tecido perivascular
(KATORI et al., 1990; ODA; KATORI, 1992).

Além disso, atribuem-se aos glicocorticoides o bloqueio da transcricdo do
RNA mensageiro de determinadas citocinas, tais como TNF-a, IL-1 e IL-8, com
consequente inibicdo da sintese destes mediadores por macréfagos (AUPHAN et al.,
1995; BARNES; ADCOCK, 1993; BEUTLER et al.,, 1986; WILCKENES; DERIJK,
1997) bem como, uma reducgdo na expressado dos seus receptores, de moléculas de
adesao e de varias enzimas que produzem mediadores participantes do processo
inflamatorio, como a fosfolipase A2, ciclooxigenase 2 (induzida) e Oxido nitrico
sintase (BARNES; ADCOCK, 1993). O suposto envolvimento do TNF-a no efeito
pro-inflamatério das proteinas do latex é corroborado por estudos que demonstram
que a talidomida suprime de forma seletiva a producdo desta citocina através da
degradacédo do RNA mensageiro (MOREIRA et al., 1993).

O pré-tratamento dos animais com indometacina, um inibidor inespecifico
das cicloxigenase 1 e 2, bem como o celecoxib, inibidor seletivo da COX-2, reduziu
significativamente a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal induzida pela
fracdo PL. Estes dados sugerem a participacdo de mediadores lipidicos
(prostaglandinas) derivados do metabolismo do &cido araquiddnico, uma vez que
inibida sua formacéo, houve consequente redugdo na migragcdo neutrofilica induzida
por PL.

Efeitos similares na modulacdo dos efeitos de PL foram observados no
pré-tratamento com pentoxifilina, farmaco com potente acdo vasodilatador. A
pentoxifilina (PTX), um inibidor da fosfodiesterase, apresenta propriedades anti-
inflamatorias exercendo efeitos inibitérios sobre interleucina-1 (IL-1B), IL-6, IL-8
(NEUNER et al., 1994), IFN-y e IL-2 (RIENECK, 1993), e um forte efeito inibidor na
producdo de NO em camundongos (VADIEI et al., 1996). Pentoxifilina possui efeito
inibidor na producdo de TNF-a por macréfagos (SZTRYMF et al., 2004), por
aumentar os niveis intracelulares de AMPc, diminuir os niveis de RNAm para a
producdo de TNF-a afetando a transcricdo para a sua sintese (HEN-I et al., 2004; JI
et al.,, 2004). Portanto, a acgédo anti-inflamatoria da PTX reduziu a acdo proé-

inflamatéria da fracdo proteica, possivelmente pela sua capacidade de inibir a
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producdo de citocinas inflamatdrias, como o TNF-a e a IL-1B. E demonstrado na
literatura que a PTX reduz citocinas como TNF-a (JI et al., 2004; SULLIVAN et al.,
1988), IL-1B (SILVA et al., 2000) e IL-8 (GUTIERREZ REYES et al., 2006).

Por outro lado, o envolvimento de PAF (Fator Ativador de Plaquetas) e
histamina, pode ser descartado considerando-se que o tratamento dos animais com
drogas inibidoras da liberacdo destes mediadores (PCA e meclizina,
respectivamente), foi ineficiente em inibir o efeito pré-inflamatério da fragéo PL de C.
procera.

Estudos preliminares desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstraram a capacidade das proteinas do latex de C.procera (PL) em estimular
diretamente macrofagos cultivados in vitro. O sobrenadante da cultura foi utilizado
para determinacdo dos niveis de TNF-a e IL-1B. A estimulacdo de macrofagos com
PL induziu um aumento significativo dos niveis de TNF-a e IL-1B, de forma
semelhante ao LPS e significativamente diferente do controle negativo RPMI
(FIGUEIREDO, 2011). Estes dados confirmam a hipotese de que a fracao proteica
confere um estimulo aos macrofagos com consequente liberacdo destas citocinas
pro-inflamatérias.

Ao investigar a presenca das citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a no
fluido peritoneal apos o estimulo com a fracdo PL, verificamos que os niveis de IL-1
e IL-6 estavam aumentados quando comparado com o grupo salina. Mais uma vez
confirmamos que PL é capaz de induzir a liberacdo de mediadores quimiotaticos por
células residentes, evento importante para o recrutamento de neutréfilos. Entretanto,
os niveis de TNF-a ndo estavam aumentados. Este dado corrobora com os dados
relatados por Assreuy et al. (2003), em que a atividade quimiotatica para neutréfilos
envolvia a liberacdo do mediador inflamatorio TNF-a por macréfagos estimulados e
que esta atividade era modulada pela interleucina-4 (IL-4) liberada por mastocitos.
Portanto, os niveis baixos de TNF-a no fluido peritoneal dos animais estimulados i.p.
com PL, pode ser explicado por uma possivel modulacdo negativa exercida pelo
mastocito via liberacdo de IL-6, uma vez que esta citocina possui efeito regulatorio
sobre a producdo de TNF-a e se encontrava em altos niveis no fluido peritoneal.

O potencial da fracdo proteica (PL) em promover quimiotaxia para
neutréfilos em uma cavidade com predominio de macréfagos residentes foi
investigado no modelo da bolsa de ar subcutanea. Nesta cavidade artificial, coletou-

se o fluido apos 4, 24 e 48 horas da administragdo de PL para avaliagdo do perfil da
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migracdo leucocitaria. Demonstrou-se que PL induz uma potente migracdo de
leucdcitos com 4 e 24 horas, com predominio de células polimorfonucleares, quando
comparado as mononucleares. Corroborando com os resultados do modelo de
peritonite, estes dados confirmaram a hipétese levantada anteriormente de que o
efeito ativador da migracdo de neutroéfilos induzida pela fracdo PL é dependente da
interacdo desta fracdo com macrofagos, provavelmente através da ligagdo com
receptores de membrana elicitando assim a liberacdo/sintese de fatores
quimiotaticos como as citocinas. Neste modelo, observou-se uma maior
responsividade ao efeito quimiotatico para neutréfilos induzido pela PL quando
comparado aquele obtido no modelo de peritonite. Isto pode ser explicado pelo fato
desta cavidade ser naturalmente depletada de mastocitos, evitando assim a
modulacao inibitéria exercida pelos mastécitos sobre os mediadores quimiotaticos
liberados pelos macréfagos.

Esta comprovado que o 6xido nitrico derivado de macréfagos (NO) € um
dos principais reguladores da inflamacao e da funcao imunolégica (MACMICKING et
al.,, 1997; SCHIMIDT; WALTER, 1994). Por exemplo, demonstrou-se que o NO
produzido em macréfagos tem efeitos antibacterianos e antivirais (JORENS et al.,
1995). Em macrofagos ativados, a expressdo de o6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) é aumentada, resultando em producdo abundante de NO (JORENS et al.,
1995; KLEINERT et al., 2003). Assim, a expressdo de iNOS e/ou os niveis de
producdo de NO em macréfagos servem como indicadores para a ativacdo dos
macréfagos. Na verdade, atividades inflamatéria e imunomodulatéria de vérias
plantas medicinais foram avaliadas usando esses parametros, por exemplo, a
Glycyrrhiza uralensis Fisch (CHENG et al., 2008); Antrodia camphorata (HSEU et al.,
2005); Poria cocos (LEE; JEON, 2003); Hericium erinaceum (SON et al., 2006).
Kesherwani e Sodhi (2007) também demonstraram, in vitro, a capacidade de lectina
de Concanavalina A e a fitohemaglutinina em induzir a producdo de NO e a
expressao de iINOS em macrofagos murinos.

Estudos anteriores, utilizando extratos aquosos do latex de C.procera,
demonstraram uma capacidade do latéx em promover a migracdo e ativacado de
macréfagos e facilitar a producdo de NO via regulacdo positiva da expressao do
gene INOS em macréfagos, quando administrado intraperitonialmente em
camundongos (ABDEL et al., 2009).



86

Nos processos inflamatoérios, o oxido nitrico (NO) promove vasodilacao,
relaxamento da musculatura lisa, reducdo da agregacéo e adesao plaquetaria, além
de ser citotoxico para determinados patdogenos. Logo, este mediador € bastante
investigado na resposta inflamatoria, porém por ser um gas bastante reativo, o NO é
dificiimente dosado de forma direta, sendo os seus metabdlitos, nitrito e nitrato,
utilizados para monitorar a sua formacéo através da reacdo de Griess. Portanto,
neste estudo o fluido coletado no modelo de bolsa de ar foi utilizado na
determinacdo dos niveis de nitrito. Os resultados demonstraram que houve um
aumento nesses niveis apos 4, 24 e 48 horas da administracéo de PL.

O aumento da permeabilidade vascular, levando ao extravasamento de
fluido rico em proteina (exsudato) para o tecido extravascular, € uma caracteristica
fundamental da inflamacé&o aguda. Neste sentido foi avaliada a capacidade da fracéao
proteica (PL) em aumentar a permeabilidade vascular na cavidade peritoneal de
camundongos. A fracdo proteica promoveu um significativo aumento da
permeabilidade vascular com 2 e 3 horas apos tratamento quando comparado aos
animais tratados com salina ou zymosan, evento importante na formacédo do edema
e na exsudacao de leucdcitos através do endotélio para o tecido perivascular. Estes
resultados juntamente com niveis aumentados de NO, sugerem a participacdo desse
mediador no efeito pro-inflamatoério da fracdo proteica.

As prostaglandinas originadas da conversdo do &acido araquidbnico
também agem como importantes substancias vasodilatadoras. A liberacdo do acido
araquiddnico ocorre como consequéncia da estimulagéo especifica de receptores da
superficie celular e da subsequente ativagdo de fosfolipases do tipo A2. Varios tipos
de células liberam acido araquiddnico em resposta a diferentes estimulos tais como
bradicinina, angiotensina Il, vasopressina, trombina, colageno, adrenalina, peptidios
quimiotaticos e histamina (CARVALHO et al.,, 1996). A modulacdo farmacolbgica
com indometacina e celecoxib reduziram o efeito da PL sobre a migracdo de
neutrofilos, indicando o envolvimento de mediadores lipidicos, como as
prostaglandinas, nos eventos que medeiam o recrutamento das células
inflamatérias.

De posse dos resultados obtidos até o momento, pode-se especular o
importante papel de macréfagos e de citocinas na resposta inflamatoria induzida
pela fracdo PL de C. procera. Essa capacidade da PL para ativar células efetoras em

respostas inflamatorias e imunes, demonstra a necessidade de maior investigacao
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sobre 0os mecanismos subjacentes a ampla gama de acdes farmacoldgicas de C.
procera.

Em aprofundamento ao estudo do mecanismo de acao da fracdo PL na
inflamacé&o, investigamos o efeito dessas proteinas na quimiotaxia para leucocitos na
microcirculacdo mesentérica. A observacdo in situ demonstrou que a fracdo PL
promove uma indugdo no rolamento e adeséo dos leucécitos ao endotélio vascular.

A adesao ao endotélio € um pré-requisito para a infiltracdo dos neutrofilos
no local da inflamacédo. Este processo é mediado pelas selectinas, que através de
dominios lectinicos reconhecem e interagem de forma especifica com carboidratos
de superficie. Entre as moléculas envolvidas na adeséao firme de neutréfilos estéo
CD11b/CD18 (nos neutrdfilos) ou ICAM-1 e VCAM-1 nas células endoteliais
(ROBBINS et al., 2005).

Tanto a adesdao como a diapedese leucocitarias sdo afetadas por
mediadores quimicos da inflamacado, os quais, além do efeito quimiotatico, podem
gerar uma cascata capaz de ampliar e liberar outros fatores estimulantes. A
quimiotaxia envolve a ligacdo de mediadores quimicos ou agentes quimiotaticos a
receptores especificos na superficie da proteina G de leucdcitos que ativa a via da
fosfoinositol-3 quinase (IP-3K). Essas alteracbes causam aumento do calcio
citosélico e ativam as guanosinas trifosfatases (GTPases), favorecendo a
apresentacao de pseudopodes e o movimento leucocitario. Além da locomocéao, os
agentes quimiotaticos também induzem a ativacdo dos leucocitos com todas suas
consequéncias: producdo de metabdlitos do acido aracddnico; degranulacdo e
secrecdo de enzimas lisossOmicas; secre¢do de citocinas, assim como maior
expressdo de moléculas de adesdo e maior exposicdo das integrinas
(RRANCISCHETTI et al., 2010).

Podemos entao sugerir que o aumento da intensidade de interagao entre
os leucécitos e o endotélio (rolamento e adesédo) em resposta a administragdo da
fracdo PL, pode estar relacionado a sua capacidade de induzir a liberacdo de
citocinas/quimiocinas, uma vez que estes mediadores atuam induzindo a expressao
de moléculas de adesdo, aumentando a avidez de ligacdo entre estas moléculas de
adesdao, ativando neutrofilos e promovendo quimiotaxia.

O proximo passo foi a investigacdo deste efeito quimiotatico da PL
diretamente sobre neutrdfilos cultivados in vitro. Os neutrofilos isolados (segundo

metodologia descrita anteriormente) foram estimulados em microcamara com PL, KC
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(controle positivo de quimiotaxia) e RPMI (controle negativo). Os resultados
indicaram que, além do efeito mediado por macrofagos residentes (demonstrado
anteriormente), a fracdo PL interage diretamente com neutrofilos promovendo
quimiotaxia.

Este dual efeito quimiotatico para neutréfilos por mecanismos diretos e
indiretos, explica a potente migracdo neutrofilica observada apds o estimulo pela
fracéo proteica PL. Resultados semelhantes foram observados em estudos com uma
lectina (PalL) isolada das sementes da planta Pisum arvense (ALENCAR et al.,
2005b). Estudos in vivo demonstraram que a PalL foi capaz de induzir uma intensa
migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de forma dose-dependente, e
teve seu efeito potencializado apdés incremento na populacdo de macrofagos
residentes pelo tioglicolato. O efeito quimiotéatico indireto também foi demonstrado
pela injecdo na cavidade peritoneal do sobrenadante da cultura de macréfagos
estimulados pela PaL. A deplecdo dos mastdcitos pelo tratamento subcrénico com o
composto 48/80 também promoveu uma inducdo na quimiotaxia para neutrofilos,
evidenciando mais uma vez o papel modulatério dos mastocitos sobre o
recrutamento de células inflamatdrias. Em continuidade nos estudos do efeito pré-
inflamatorio da PaL, Alencar et al. (2005b), demonstraram que esta lectina também
era capaz de interagir diretamente com os neutrofilos, induzindo quimiotaxia in vitro.

Fatores quimiotaticos podem ser produzidos por uma ampla variedade de
células, como as células endoteliais e epiteliais, macrofagos, mondcitos, linfocitos e
plaquetas, incluindo os proprios neutrofilos e células parenquimais (VICENTE-
MANZANARES, 2004). Os neutrofilos podem ser induzidos para expressar uma
série de genes, cujos produtos estdo no cerne das respostas inflamatoria e
imunologica. Estes incluem nédo so6 receptores Fc, componentes do complemento,
agentes antimicrobianos catiénicos e da proteina NADPH-oxidase, mas também os
leucotrienos, prostaglandinas, NO e uma variedade de citocinas e quimiocinas. O
fato da maioria desses atrativos serem principalmente quimiotatico para neutrofilos,
estes podem potencialmente desempenhar um papel no recrutamento sequencial de
tipos distintos de células (mondcitos, células dendriticas imaturas e subconjuntos
dos linfécitos T), para os tecidos inflamados (SCAPINI et al., 2000). Portanto, as
células quimiotaticas parecem ser capazes de retransmitir o sinal quimiotatico para
as células circundantes, para espalhar a resposta quimiotatica (BAGORDA et al.,
2006).
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Considerando a importancia do neutrofilos na reposta inicial dos
processos inflamatorios, e diante do conhecido efeito da fragdo PL no recrutamento
destas células, passamos a investigar o efeito da PL na inducdo de mediadores
inflamatorios por neutrofilos in vitro. Entre os mediadores investigados temos o TNF-
a, IL-18, PGE2 e NO.

O TNF-a € uma citocina que possui mdaltiplas funcgdes, incluindo
participacdo na imunidade, inducdo de respostas inflamatorias e apoptose. E uma
potente citocina, rapidamente produzida em grandes quantidades em resposta a
estimulos inflamatérios e considerada uma citocina inflamatéria primaria, devido seu
papel de iniciar a cascata de ativacéo de outras citocinas (SOMMER et al., 2004).

TNF-a e IL-1B séo citocinas que, embora com diferencas estruturais,
compartilham muitos efeitos bioldgicos. As atividades primordiais da IL-1 s&o
proliferacdo e ativagdo de linfocitos B, neutrofilos, mondcitos/macréfagos,
aumentando as atividades quimiotaticas e fagocitarias. Estimula a adesdo de
leucdcitos, aumenta a expressao das moléculas de adeséo pelas células endoteliais,
inibe a proliferacdo das células endoteliais, aumenta a atividade de coagulacao,
tendo participagcdo na génese da coagulacao intravascular disseminada (AREND,
1991; DINARELLO, 1989).

Outras pesquisas demonstram o importante papel de TNF-a e IL-13 no
processo de migracdo neutrofilica através do aumento da expressao das moléculas
de adeséo na superficie endotelial, sendo estas citocinas necessarias para o correto
enderecamento dos neutréfilos (CANETTI et al.,, 2001; HICKEY et al., 1997;
HWANG; KELLY; SAUNDERS et al., 2005; KUBES, 2007). No entanto, neutrofilos
ativados séo essenciais para a liberacdo de grandes quantidades destas citocinas.
Sendo este dado confirmado através do bloqueio da migracdo de neutréfilos por
fucoidina, ferramenta farmacolégica que bloqueia a interacéo entre selectinas do tipo
E e P. A diminui¢do do influxo celular atenua fortemente as concentragoes de TNF-a
e IL-1B no local inflamado (SACHS et al., 2011).

Os neutrdfilos quando estimulados in vitro pelas proteinas do latéx
liberaram quantidades significativas dos mediadores TNF-a, IL-13, NO e PGE,
guando comparado com o grupo controle (RPMI). A producgéo destas citocinas pelos
neutrofilos apds inducdo pela fracdo proteica, explica em parte, o efeito proé-
inflamatorio da PL, uma vez que a liberacdo destas citocinas desencadeiam

importantes eventos para o desenvolvimento do processo inflamatério, tais como
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ativagdo endotelial, aumento na expressdo de moléculas de adesdo e de seus
receptores nos neutréfilos e endotélio (TNF-a e IL-1); vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e edema (NO e PGE2); rolamento e adeséo de leucécitos
ao endotélio e quimiotaxia para o sitio inflamatério (IL-8), além do efeito de
retroalimentacdo, estimulando a producédo e liberacdo de outras citocinas
inflamatoérias por outras células, favorecendo assim o recrutamento de mais células
inflamatorias.

Os neutrofilos constituem a defesa celular primaria contra infeccdes
bacterianas e fungicas. Estas células ingerem microbios por fagocitose, e os micro-
organismos ingeridos sdo destruidos pela combinacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de componentes citotoxicos de granulos (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003; NAUSEEF, 2007). Essa tarefa é facilitada pelo aumento no
namero de receptores na superficie das células, em resposta a estimulos pré-
inflamatorios.

Do ponto de vista clinico, € bem conhecido que os neutrofilos estao
presentes como células efetoras em doencas tais como as doencas infecciosas,
sepse, doencas auto-imunes, cardiovasculares e tumorais (MAGRONE; JIRILLO,
2012). Embora os neutréfilos tenham sido considerados um dos principais
contribuintes para iniciar a defesa contra micro-organismos invasores, podem
também ocasionar danos em estados inflamatérios crénicos. Por exemplo, o
estresse oxidativo dependente de neutréfilos esta implicado na patogénese de
muitas doencas inflamatorias, tais como aqueles do trato gastrointestinal (NAITO;
YASHIKAWA, 2011). Considerando o papel fundamental desempenhado pelos
neutréfilos na inflamacdo e o fato de varias proteinas vegetais serem potentes
moduladores das funcdes efetoras em neutrdéfilos, é possivel sugerir que a fracao
proteica (PL) do latex de C. procera possa ser utilizada como possivel ferramenta
ndo somente em estudos de esclarecimento das vias da resposta inflamatoria, mas
também como uma molécula com forte potencial de controle da resposta imune.
Entretanto, para isso serdo necessarios estudos adicionais no sentido de melhor
caracterizar o seu mecanismo de acdo bem como seus mediadores envolvidos.

Em conclusao, a fracdo proteica PL tem mostrado exibir uma atividade
pré-inflamatéria in vivo e in vitro. O efeito in vivo parece ocorrer por um dual
mecanismo que € independente, mas também dependente de células residentes. Os

mastocitos estimulados parecem exercer uma modulagéo inibitdria sobre a liberacao



91

de mediadores quimiotaticos por macrofagos (ALENCAR et al., 2005b; ASSREUY et
al., 2003; RODGERS; XIONG, 1996).

Esta claro, na literatura, que mediadores como TNF-a e IL-1 tem papéis
fundamentais na inflamacéo, e que outros mediadores, com acéo anti-inflamatéria
(IL-4 e IL-10), estdo presentes concomitantemente, modulando os efeitos e a
liberacéo dos mediadores inflamatorios. A relacdo desses mediadores é fundamental
para a evolucdo ou resolucdo do processo, portanto, a descoberta de moléculas
bioativas com efeito modulatorio sobre estes mediadores se reverte de grande
importancia para o controle de doencas inflamatérias.

Compreender a base molecular de interacdes ligante-receptor e os sinais
intracelulares envolvidos na adesdo, migracdo e ativacdo de neutrdfilos € crucial
para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas que aumentem os efeitos
desejaveis ou inibam os efeitos deletérios da ativagdo de neutréfilos nos locais de
lesédo tecidual. Apesar de grandes avancgos terem ocorrido para a compreensao dos
mediadores enddgenos e seus papéis na resposta inflamatoria, um longo caminho
ainda deve ser percorrido para que se entendam 0s complexos mecanismos

fisiopatoldgicos dessa resposta.
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FIGURA 14 - Hipotese de mecanismo para o efeito da  fragdo proteica (PL) isolada do
latex de Calotropis procera .

O Quimiocinas c <:I PL

- Q) (IL-18.TNF-a,NO) s 4 ceréfago
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N 0 L
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Fonte: Elaborada pela autora
PL é um agente quimiotético direto e indireto para neutréfilos. (A) PL interage com

macrofagos, levando-o a ativacdo e a consequente liberacdo de mediadores quimiotaticos
(TNF-a, IL-1B, NO). (B) PL interage diretamente com o neutrdfilo, ativando-o. (C) PL
interage também com mastacitos, ativando estas células a liberar uma substancia X (IL-67?),

gue inibe a liberacdo dos mediadores quimiotaticos pelos macréfagos.
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6 CONCLUSAO

O conjunto de resultados aqui produzidos permite concluir que a fracao
proteica do latex de Calotropis procera (PL), quando administrada por via
intraperitoneal, induz uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada pela migracao
de neutréfilos e aumento da permeabilidade vascular no local estimulado. Além
disso, pode-se também referir que a resposta inflamatoéria induzida por PL ocorre de
forma indireta, via macréfagos residentes, que possivelmente estdo sendo
estimulados por PL & liberacdo de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B) e NO; e de
forma direta, induzindo o neutrdéfilo a liberacdo dos mediadores, TNF-a, IL-18, PGE2
e NO (demonstrado em metodologia in vitro); como também, promovendo
guimiotaxia para estas ceélulas, por meio de uma inducéo no rolamento e adeséao ao

endotélio.
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