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RESUMO

Resposta inflamatéria induzida pela lectina de sementes de Dioclea rostrata Benth:
mecanismos e mediadores envolvidos. JOZI GODOY FIGUEIREDO. Dissertacao
apresentada a coordenacao do Curso de Pdés-Graduagdo em Bioquimica da
Universidade Federal do Ceara, como requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Bioquimica.

Data da defesa: 09 de margo de 2007. Orientador: Benildo Sousa Cavada.

Lectinas sao proteinas que através de ligagdes a residuos de carboidratos podem
interagir com sistemas bioldgicos elicitando uma diversidade de efeitos. As lectinas
vegetais tém sido utilizadas como ferramentas no estudo da inflamagéao devido a sua
capacidade de reconhecer residuos de carboidratos presentes nas membranas das
células inflamatoérias através de seus dominios lectinicos. Assim, investigou- se
neste trabalho o possivel efeito pro-inflamatério da lectina de sementes de Dioclea
rostrata; ligadora de a-metil-D-manosideo sobre a migracao de neutréfilos (MN) [(in
vivo e in vitro)]. Os modelos utilizados foram: peritonite, edema de pata e bolsa de ar
subcutanea (in vivo), quimiotaxia de neutréfilos e cultura de macréfagos (in vitro). Foi
verificado que a lectina apresentava atividade pro-inflamatéria em todos os estudos
realizados. O aumento do numero de macréfagos através do pré-tratamento dos
animais com tioglicolato potencializou a MN induzida por Dros; a deplecdo de
mastocitos através do tratamento com o composto 48/80 nao interferiu na MN da
lectina. Sendo assim sugeriu-se o envolvimento de macréfagos e desconsiderou-se
o de mastécitos. Na modulacao farmacolégica no modelo de peritonite feita através
do pré-tratamento dos animais com drogas anti-inflamatérias, observou-se que
indometacina, dexametasona e talidomida inibiram a MN. A lectina induziu
quimiotaxia in vitro, estimulou a sintese/liberacao de citocinas como TNF-a e IL-1, IL-
10, desta maneira sugere-se que estudos mais detalhados sejam realizados em
continuidades a este trabalho para verificar se esta lectina pode ser utilizada em
modelos de imunosupressao.

O a-metil-D-manosideo reverteu a MN induzida por Dros, desta forma parece que a
Dros desencadeia resposta inflamatoéria através da interagdo de seus dominios
lectinicos com agucares presentes na membrana de macréfagos.
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ABSTRACT

Lectins are proteins possessing a carbohidate moiety that are able to interact with
biological systems eliciting a variety of effects. Vegetal lectins have been used as
tools in the study of inflammation due to its ability to recognize carbohydrate residues
in inflammatory cell membranes by means of its lectin domain. The present work
studied the pro-inflammatory effects of the lectin from Dioclea rostrata seeds (Dros),
a binder of a-methyl-D-manoside, on neutrophil migration ( NM ) [(in vivo and in
vitro)]. The models of peritonitis, paw edema, and subcutaneous air pouch (in vivo),
neutrophil chemotaxy and macrophage culture (in vitro) were utilized. It was found
that Dros showed a pro-inflammatory activity in all of the above models. The increase
in the number of macrophages by the pre-treatment of the animals with thioglycolate
potentialized the Dros-induced NM. Also, the depletion of mast cells by the use of the
substance 48/80 did not interfere in the lectin-induced NM. The above data suggest
the involvement of macrophages but not mast cells in the mechanisms studied. The
pre-treatment of the peritoneum with anti-inflammatory drugs like indomethacine,
dexamethasone and thalidomide inhibited the NM. Dros induced chemotaxy in vitro
and stimulated the synthesis / release of cytokines as TNF-a and IL-1 in addition to
IL-10 and this way he/she suggests himself that more detailed studies are
accomplished in continuities to this work to verify this lectin can be used in
imunosupression models.

In the paw edema model the lectin promoted an intense edema and a significant
increase in the mieloperoxidase activity (when compared to the control group).

The a-methyl-D-manoside reversted the Dros-induced NM and so it seems that Dros
triggers the inflammatory response by means of the interaction of its lectin domain
with sugars in the macrophage membrane. The present data suggest that Dros could
be used as tools in biochemical and pharmacological studies.
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1.  INTRODUCAO

O progresso da ciéncia e tecnologia, avanga no sentido do entendimento de
Novos mecanismos e suas conseqguéncias e isto tem levado a novas técnicas e
metodologias. Plantas e moléculas vegetais ainda permanecem como principais
fontes de drogas utilizadas para estudos farmacolégicos. Compostos identificados
em diferentes tecidos e 6rgaos vegetais sdo freqlentemente responsaveis pelo
crescente desenvolvimento da medicina moderna. (MORALE et al., 1998).

Grandes avancos na bioquimica e biologia molecular envolvem estudos sobre
lectinas, pois estes abrangem as mais diversas areas do conhecimento cientifico,

uma vez que estas biomoléculas possuem um gama de aplicabilidades.

1.1. Lectinas

De acordo com Peumans e seus colaboradores (1995) as lectinas sao
proteinas capazes de reconhecer e ligar-se de forma especifica e reversivel a
acucares estando eles na forma de mono ou oligossacarideos. Esta caracteristica
confere eventualmente as lectinas a capacidade de aglutinarem células e
precipitarem polissacarideos ou glicoproteinas. Algumas lectinas, por serem
monovalentes (apresentam um unico sitio de ligacdo a carboidratos), podem
também apresentar um ou mais sitios que nao ligam carboidratos, mas expressam

outra atividade biolégica.

A primeira demonstracao cientifica de lectinas foi feita em 1888 por Stillmark,
quando em seu trabalho experimental de doutorado demonstrou que o extrato de
sementes de Ricinus communis L. possuia a habilidade de aglutinar eritrécitos.
Sendo denominadas como fitohemaglutininas as proteinas responsaveis por este
efeito. Em 1954, Boyd & Sharpleigh sugeriram o termo lectina, do latim “legere”
(habilidade de selecionar), devido a propriedade destas proteinas de aglutinarem
eritrécitos humanos de um grupo especifico (MOREIRA et al., 1991).

Alguns anos depois, Sharon & Lis (1972) definiram o termo lectina como
sendo proteinas aglutinadoras de células com especificidade de reconhecimento por
carboidratos. Posteriormente Goldstein e seus colaboradores, (1980) expandiram

este conceito, definindo lectinas como sendo proteinas/glicoproteinas de origem néo
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imune com especificidade de ligacao a carboidratos, e capazes de aglutinar células
ou precipitar glicoconjugados.

Segundo Singh et al., (1999) a especificidade das lectinas € variavel e esta
associada com a habilidade de interagir com acetilamino — carboidratos, amino —
carboidratos, acido sialico, hexoses, pentoses e muitos outros carboidratos, além de
terem capacidade de precipitar polissacarideos, glicoproteinas e glicolipideos
dotados de residuos de acucares especificos.

Nos ultimos anos, o interesse pelo estudo das lectinas tem se intensificado
devido principalmente, as evidéncias destas proteinas atuarem como mediadoras do
reconhecimento celular numa grande variedade de sistemas biolégicos. Um
importante exemplo destes fenbmenos consiste no desenvolvimento das lectinas no
processo de adesao de virus, bactérias e protozoarios as células do hospedeiro e de
leucdcitos ao endotélio vascular, fato importantissimo na resposta de defesa do
organismo (revisado por SHARON & LIS, 1989).

A tabela 1 mostra o cronograma dos eventos importantes envolvendo o
estudo das lectinas e suas principais aplicacdes, de acordo com SHARON & LIS
(2003).
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Ano Cientistas Eventos

1860 S. W. Mitchell Atividade hemaglutinante em veneno de cascavel.

1888 P. H. Stillmark Atividade hemaglutinante em extratos de Ricinus
communis

1908 K. Landsteiner Hemaglutininas de plantas espécies especificas

1919 J. B. Summer Isolamento e cristalizagéo da Concanavalina A (ConA)

1936 J. B. Summer & S. F. Howell Especificidade por agucar da ConA

1948/ K. O. Renkonem Especificidade de lectinas de plantas por diferentes

49 grupos sanguineos

1952  W. M. Watkins & W. T. J. Morgan Uso de lectinas de plantas para o reconhecimento de

1954

1960

1963

1965

1970

1972

1974

1976

1977

1981

1983

1988

1989/
2007

W. C. Boyd & E. Shapley
P. C. Nowell
J.C. Aub

I. J. Goldstein

J. Porath
G. M. Edelman; K. O. Hartman

G. Ashwell & A. Morell

Y. Reisner & N. Sharon

I. Ofek, D. Mirelman & N. Sharon
Y. Reisner & N. Sharon

E. C. Butcher & |. Weissman;

K. Drickamer

Vérios autores

acucares de superficie celular

Aglutininas especificas para antigenos sanguineos
Atividade mitogénica da Fitohemaglutinina (PHA)
Aglutinacao de células cancerosas por WGA

Purificagdo da ConA por afinidade e utilizagao para

estudos estruturais de carboidratos

Lectinas para purificacéo de glicoproteinas por afinidade
Estrutura primaria e 3-D da ConA
animais em endocitose de

Funcdo de lectinas

glicoproteinas

Uso de lectinas para fracionamento de linfécitos

Funcgdes de lectinas bacterianas nas doencgas infecciosas
Uso de lectina de soja no transplante de medula

Lectinas e migracao de linfécitos

Identificacdo dos dominios de reconhecimento de

carboidratos em lectinas animais

Consideravel incremento no estudo de lectinas nas mais
diversas areas. Demonstragdo de diversas atividades

biolégicas e aplicabilades

Tabela 1. Cronograma dos principais eventos envolvendo lectinas. Adaptado de
SHARON & LIS (2003). LECTINS. Kluwer Academic Publishers, 1-454.
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1.1.2. Classificacao

A medida que novas descobertas foram sendo feitas em relacdo a estrutura e
atividades das lectinas, ocorreram também algumas propostas de classificacdo. A
mais aceita até o momento € a de Peumans e Van Damme, (1998), que baseados
nas caracteristicas estruturais e dos sitios de atividade biolégica das lectinas,
propuseram a classificacdo destas proteinas em quatro grandes grupos:

Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas.

As Merolectinas consistem de um Unico dominio lectinico, sendo assim
incapazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados; além disso, essas
proteinas tém baixo peso molecular. Como exemplo deste grupo citam-se as
lectinas de orquideas e a heveina (VAN PARRIJS et al., 1991).

As Hololectinas sao proteinas que apresentam mais de um sitio de ligacao
para carboidratos, isto é, possuem no minimo dois dominios lectinicos, os quais séo
idénticos ou homdélogos. Devido a esta propriedade elas podem aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados, fato este que as tornam conhecidas como
hemaglutininas. As lectinas de origem vegetal sdo as grandes representantes deste
grupo.

As Quimerolectinas sao lectinas que possuem um ou mais sitios de ligacéo a
carboidratos, além de possuir outro sitio ndo lectinico com atividade bioldgica.
Dependendo no numero dos sitios de ligacdo a acucares, as quimerolectinas se
comportam como holo ou merolectinas, sendo o caso das proteinas inativadoras de

ribossomos tipo 2 (RIPs — 2 —abrina e ricina).

As Superlectinas apresentam dois ou mais sitios lectinicos, porém com

especificidades diferentes; as lectinas de tulipa ilustram bem esta classe.

As lectinas podem apresentar outros sitios ligantes especificos para
moléculas de natureza nédo glicidica. Deste modo, o processo de reconhecimento
celular deve ser seriamente avaliado, uma vez que esses sitios também podem

estar participando do efeito final dessas proteinas (BARONDES, 1988).
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1.2. Efeitos Bioldgicos

As lectinas sdo moléculas biologicamente ativas que estdo entre as mais
estudadas em todo mundo. A abundancia em sementes, principalmente de
leguminosas, a relativa facilidade de purificagdo de muitas dessas proteinas e sua
solubilidade em solugdes fisiolégicas, sao fatores que facilitam a aplicabilidade das
lectinas nas mais diversas areas do conhecimento cientifico (MOREIRA et al,. 1993).

As lectinas sao instrumentos poderosos de decodificacdao dos glicocodigos
utilizados na troca de informacdes entre as células. Desse modo, na medida em que
as lectinas identificam estes glicocodigos nas superficies celulares, elas
desencadeiam uma série de fenbmenos bioldgicos importantes “in vivo” ou “in vitro”
(CALVETE et al., 2003).

Estudos com lectinas tém demonstrado que, apesar de algumas destas
proteinas apresentarem especificidade de ligacdo comum a carboidratos, a afinidade
de cada proteina pelo mesmo ligante é, em alguns casos consideravelmente
diferente, sugerindo que algum tipo de diferenca estrutural entre as lectinas pode
ocasionar diferencas de afinidade em cada complexo estabelecido entre lectina-
ligante (CAVADA et al., 2001).

Nos ultimos anos, varios experimentos foram feitos e os resultados obtidos
evidenciaram ainda mais a importancia da interacao proteina-carboidrato, que
exerce um papel primordial no processo de adesividade do leucocito a células
endoteliais. O potencial de lectinas como mediadoras na adesao de leucécitos ao
endotélio vascular, foi inicialmente demonstrado por Stoolman & Rosen et al,
(1993), através da determinacao de que acucares monoméricos podiam inibir a
ligacdo de linfécitos humanos ao endotélio vascular. Varias linhas de pesquisa foram
conduzidas com a finalidade de utilizar as lectinas como ferramentas para o estudo
da inflamacdo (ALENCAR et al, 1999, 2003, 2004, 2005, ASSREUY et al 1997,
1999; GADELHA et al.; 2006, MOTA et al.; 2006).

Entre as descobertas importantes com o estudo destas proteinas citam-se:
atividade antitumoral por Andrade et al., (2004) e indugdo de apoptose em células

tumorais por lectinas vegetais por Hostanska et al., (2003). Foi relatada a
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fosforilagdo do receptor para insulina, induzida por lectinas vegetais glicose/manose
especificas in vitro (CAVADA et al., 2003).

Podem-se citar ainda a aglutinagdo celular, mitose, toxicidade e inibicao do
crescimento celular. Algumas lectinas tém mostrado induzir apoptose em varios tipos
de células, o qual pode ajudar a explicar sua toxicidade (HASEGAWA et al., 2000;
PARK et al., 2000).

Estudos com as lectinas da sub-tribo Diocleinae, mostraram que estas
proteinas sdo capazes de provocar mitose em linfécitos humanos e induzir a
producao de interferon-y (BARRAL-NETTO et al., 1992, MACIEL et al., 2004). Além
de estimular liberagao de histamina por mastdcitos peritoneais em ratos (GOMES et
al., 1994). Foi demonstrado também que a lectina de soja e das leguminosas
Dioclea grandiflora, Canavalia brasiliensis e Vaitarea macrocarpa sao capazes de
induzir migracao de leucocitos e formacao de edema de pata em ratos (BENTO et
al.,, 1993; ALENCAR et al., 2003, 2004; FREIRE et al., 2003), o que vislumbra a
melhora do tratamento de infeccbes, principalmente em  pacientes
imunossuprimidos. A produgdo de Oxido nitrico in vivo e in vitro por células
peritoneais murinas também tem sido relatada como atividade imunoestimulante
(ANDRADE et al., 1999), e a ativagao de linfocitos e apoptose in vivo (BARBOSA et
al., 2001)

Nosso grupo demonstrou que, lectinas de leguminosas quando administradas
endovenosamente, apresentam potente acdo antiinflamatéria, exercendo acodes
importantes na interacdo leucécito-endotélio, e provavelmente bloqueio do sitio de
ligacdo para as selectinas enddégenas (ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et
al.,2005). Além da inibicao de eventos inflamatérios agudos, demonstrou-se ainda
que estas lectinas previnem a lesao urotelial no modelo de cistite hemorragica
induzida por ciclofosfamida em camundongos (ASSREUY et al., 1999). Em trabalho
recente, foi esclarecido que o excelente potencial antiinflamatério da lectina de
sementes de Lonchocarpus sericeus, anteriormente demonstrado por Alencar et al
1999 e 2005, é em parte, devido a habilidade desta lectina a LSL em inibir o
rolamento e adesao dos leucdécitos no endotélio vascular (NAPIMOGA et al., 2007).
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1.3. Lectinas vegetais

As lectinas estao presentes em todas as classes e familias de organismos, sendo
encontradas em vegetais superiores, algas, fungos, animais (vertebrados e
invertebrados), bactérias e virus. Entretanto, é nos vegetais que tem sido
identificado o maior numero de lectinas, as quais podem apresentar especificidades
por diferentes residuos de agucares, existindo assim: lectinas ligadoras de residuos
de N-acetil-glicosamina como as extraidas das espécies Lonchocarpus sericeus,
Triticum vulgare, Araucaria angustifolia, Oryza sativa e Solanum tuberosum; lectinas
com especificidade por manose como as extraidas de sementes de Andira
surinamesis; lectinas especificas por glicose/manose; e ainda aquelas especificas a
residuos de N-acetil-galactosamina, L-fucose e acido sialico (MOREIRA et al., 1991).

A maioria das lectinas vegetais é obtida de sementes, principalmente das
leguminosas, onde sao acumuladas no periodo de maturacao e desaparecem apos
a germinacao (LORIS, 2002). A familia Leguminosae tem sido intensamente
estudada e representam um grupo de proteinas similares estruturalmente, porém
com diferentes especificidades a carboidratos. A subtribo Diocleinae (familia
Leguminosae) compreende 13 principais géneros, sendo que algumas lectinas tém
sido isoladas de plantas que pertencem a alguns destes géneros: Canavalia,
Cratylia e Dioclea (CAVADA et al., 2001).

Lectinas de leguminosas, segundo Cavada et al., (1993), normalmente sao
constituidas de duas ou quatro subunidades de 25 a 30 KDa, e a interacao entre a
proteina e o carboidrato se torna estavel na presenca de ions Ca™ e Mn** ligados a
cavidade hidrofébica da lectina; além disso, essas possuem propriedades
bioquimicas e fisico-quimicas semelhantes, apresentando um grau de homologia
consideravel entre suas seqUéncias de aminoacidos, apesar de possuirem
diferencas na especificidades por carboidratos. Algumas lectinas de leguminosas
sao N-glicosiladas (IMBERTY et al., 2000). Em adicao ao sitio de carboidratos estas
lectinas apresentam um sitio hidrofébico que se liga especificamente a compostos
nao polares como adenina, acido indol acético ou porfirinas (SHARON et al., 2003).

Diversas lectinas de plantas ja foram isoladas e caracterizadas em relacéo a
sua estrutura molecular, propriedades bioquimicas e especificidade a carboidrato.
Devido a diferencas nas caracteristicas dessas lectinas, sugeriu-se tratar de um
grupo muito heterogéneo de proteinas. Estudos mais detalhados permitiram tracar
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relagbes evolutivas entre as lectinas de plantas conhecidas nos dias atuais,
dividindo as lectinas vegetais em sete diferentes familias: lectinas de leguminosas;
lectinas de monocotiledéneas ligadoras de manose; lectinas ligadoras de quitina;
lectinas RIPs tipo 2; lectinas semelhantes a jacalina; lectinas semelhantes a
amarantina e lectinas de floema de curcubitacea (VAN DAMME et al., 1998).

A ampla distribuicdo das lectinas em quase todas as familias vegetais e a
conservacao de suas principais caracteristicas pode sugerir que estas proteinas
sejam essenciais para a sobrevivéncia das espécies (MOREIRA et al., 1991).

Em vegetais, diversas proteinas que apresentam atividade de interacdo a
carboidratos ja foram identificadas, isoladas e caracterizadas, embora suas fungdes
fisiologicas ainda estejam em curso de investigacdo. Entretanto algumas destas
proteinas sao capazes de interagir com fragmentos de oligossacarideos oriundos de
parede celular de fungos fitopatogénicos (PEUMANS et al., 2000). Pouco é
especulado sobre um papel sinalizador mediado pela interacdo de superficie celular
(COLOMBO et al., 2004). A fungdo mais provavel dessas lectinas nos vegetais € a
defesa. Além disto, estas proteinas também estao envolvidas no reconhecimento de
bactérias fixadoras de nitrogénio com o propdésito de facilitar a formacao de corddes
de infeccao, a subsequiente nodulacdo e o estabelecimento de simbiose entre a
planta e o microorganismo (YAMAMOTO et al.; 2001)

1.3.1. Lectinas de Dioclea rostrata

As sementes da Dioclea rostrata Benth foram coletadas no estado do Ceara,
nordeste de Brasil mais precisamente na Chapada do Araripe, esta planta faz parte
da familia das leguminosas e pertencem a sub-tribu Diocleinae, ndo se tem relatos

de seus usos populares.

A lectina de sementes de Dioclea rostrata (Dros), ndo apresenta carboidratos
ligados covalentemente e possui uma composi¢ao rica em aminoacidos acidos e
hidroxilados, tipica de lectinas leguminosas. A Dros mostrou uma identidade
imunolégica total e uma seqiéncia N-terminal de aminoacidos muito semelhante

guando comparada com outras lectinas da mesma sub-tribo (CAVADA et al., 1996).

Seu processo de isolamento e purificacdao consiste de uma Unica etapa

realizada por cromatografia de afinidade em coluna de Sefadex G-50. A lectina, uma
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metaloproteina que requer céations divalentes para ligar residuos de carboidratos,
aglutina fortemente hemaceas de coelho e é inibida por glicose e manose (CAVADA
et al., 1996).

Segundo Delatorre et al., (2006) através de eletroforese em presenca de
Dodecil sulfato de sédio e 2-mercaptoetanol, a lectina apresenta-se na forma de um
tetramero composto de uma subunidade intacta a (30900 Da) e de dois fragmentos 3

eY (15.800 e 11.700 Da, respectivamente) num peso estimado em 25.5 KDa.

Figura 1. Sementes de Dioclea rostrata.
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2- Resposta Inflamatéria

A palavra inflamacao deriva do latim “flanma” e seu emprego como termo
médico decorre da associacao entre uma fogueira e as caracteristicas (quentura,
vermelhiddo e ardéncia) de certas lesbes. A histéria conta que as quatro
manifestacdes clinicas da inflamacéao (rubor, dor, calor e tumor) foram descobertas
por Cornelius Celsus no inicio da era cristd e o grego Virchow adicionou o quinto
sinal: a perda da funcdo. Segundo Vilcek (2004) a inflamagdo é um conjunto de
alteracdes (nos vasos sanguineos, nos tecidos e nos fluidos internos) provocadas
por lesbes, infeccdes, substancias nocivas ou disturbios organicos e esta
estreitamente interligada ao processo de reparacgao.

Como demonstrado na Figura 2, a resposta inflamatéria desencadeada pela
imunidade inata é dividida em eventos vasculares e celulares, os quais sao
direcionados e amplificados por substancias multifuncionais, dentre estas citam-se:
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores lipidicos e seus
derivados, que promovem o recrutamento e a ativagdo de células como, por
exemplo, polimorfonucleares, mononucleares, células epiteliais, endoteliais,
fibroblastos, dentre outros (PELAIA et al., 2003).
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Figura 2. Diagrama da resposta inflamatéria. Adaptada de BOXER, et al.; 2001.
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Microscopicamente a inflamacédo envolve uma série de eventos complexos
nos quais a mudanga vascular € a que se inicia rapidamente e desenvolve-se
durante as primeiras horas. Estas mudancas sao reguladas por fatores que
controlam a exsudacao de liquidos, as quais ocorrem principalmente nas vénulas
pds-capilares. Esta fase ocorre em associacdo entre neutréfilos e o endotélio das
vénulas, a qual contribui para uma fase mais prolongada de aumento da
permeabilidade vascular. O exsudato fluido é absorvido para dentro dos linfaticos,
aonde deslocam-se para as glandulas linfaticas ou tecido linfatico onde uma reacao
imune é entdo iniciada (CIRINO et al.; 2003).

O processo inflamatério é bastante variado e extremamente complexo,
caracterizando-se por um aumento local do fluxo sanguineo, exsudacao de
proteinas plasmaticas, migracéao e ativacao de leucécitos, acompanhado por efeitos
gerais (CONTRAN et al.,, 1999). Em resposta a um processo inflamatério local,
desencadeado por agente patogénico ou substancia estranha, leucocitos séo
recrutados para o sitio inflamatério. Neste processo, a mobilizacado adequada e em
tempo habil dos leucdcitos da microcirculagao para o foco inflamatério € um evento
essencial para a protecao do hospedeiro contra as infecgdes (MILLER et al., 1992;
BACON et al., 1998).

O contexto do processo inflamatério ocorre em dois estagios. O primeiro que
€ desencadeado logo ap6és a infeccao (infeccdo aguda), caracterizada por infilirado
exclusivamente neutrofilico; e outro que depende ou ndo da resolucao da fase
aguda (inflamacao crénica), apresenta duracao prolongada com destruicao tecidual
e tentativa de reparo do tecido, caracterizando-se pela presenca de macréfagos e
linfécitos, além de angiogénese e proliferagdo do tecido conjuntivo (SEDGWICK &
WILLOUGHBY, 1985).

Na maioria dos processos inflamatorios, os neutrofilos sdo os primeiros
leucdcitos a serem recrutados para o local de injuria tecidual. Estes permanecem de
12 a 24 horas no sitio inflamatério, ocorrendo posteriormente, um processo de morte
celular programada (apoptose), e em seguida a fagocitose destas células por
macrofagos. Eosindfilos, macréfagos e linfécitos aparecem progressivamente a partir
da 62 hora, permanecendo no sitio inflamatério por cerca de uma semana, porém, se
0 agente agressor ndo for removido, ocorre a perpetuacdo e cronificacdo do
processo. (COLLETI et al., 1995; KASAMA et al., 2005)
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Uma vez presente no sitio inflamatério, os neutréfilos sdo capazes de
fagocitar, destruir e degradar os microrganismos, sendo a destruicdo destes
realizada por mecanismos dependentes de oxigénio, nitrogénio e enzimas
proteoliticas. Os neutréfilos possuem um sistema enzimatico oxidativo, acoplado a
membrana plasmatica, conhecido como nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidase (NADPH), o qual é responsavel 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 superoxido (O2), o qual pode ser rapidamente convertido a peroxido de
hidrogénio e este a radicais hidroxilas, denominados genericamente de
intermediarios reativos do oxigénio. Em geral, as quantidades de peroxido de
hidrogénio formado, descrito no processo acima, ndo sao capazes de induzir uma
destruicdo eficaz dos microrganismos. No entanto, os granulos azurofilos
(lisossomos verdadeiros ou granulos primarios) dos neutréfilos contém a enzima
mieloperoxidase (MPO), que na presenca de ions CI, converte o peréxido de
hidrogénio em hipoclorito, sendo este importante para a destruicdo do agente
injuriante (Apud GRESPAN 2006).

Os capilares sanguineos sao revestidos por células endoteliais que
apresentam juncgdes intercelulares e possivelmente também pelo aumento no
transporte vesicular através de endotélio, facilitando a entrada do anticorpo,
complemento e outras moléculas de outros sistemas enzimaticos do plasma
(sistema de coagulacao, sistema fibronolitico e sistema das cininas) no local da
inflamacéo. Este aumento do liquido no local da inflamacgéo leva a um aumento da
drenagem linfatica, que pode ser benéfico por permitir que o agente agressor seja
retirado e levado até os linfonodos onde entra em contato com as células do sistema
imune adaptativo. A causa de tais modificacbes é a agdo local dos chamados
mediadores quimicos da reacao inflamatéria aguda, também denominada primeira
fase da inflamacéao (BROWN et al.; 1997).

No decorrer do processo de reparacao, os tecidos lesionados pela inflamagao
sdao preenchidos por células da mesma origem daquelas lesadas, ou pela
proliferacdo de tecido conjuntivo (i.e.; tecido cicatricial). Ou ainda por uma

combinacao destes fenbmenos. Caso o processo inflamatério se prolongue, esse
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podera tornar-se prejudicial ao hospedeiro, e a sua expressao clinica dependera da
resposta inflamatéria (BRODIE et al.; 1991; JUNQUEIRA et al.; 1987).

Os eventos vasculares consistem em dilatagdo inicial das pequenas
arteriolas, resultando em um aumento do fluxo sanguineo, seguida de reducéo e,
posterior estase do sangue com aumento de permeabilidade das vénulas poés-
capilares, com exsudacdo de liquido. Esses eventos sdo desencadeados por
diversos mediadores quimicos (histamina, bradicinina, serotonina), formados em

decorréncia da interacdo do microorganismo no tecido afetado (MOTA et al.; 2006).

2.1. Migracao de Leucécitos

O sistema imune funciona como um sistema vigilante contra a invasao de
patdgenos, toxinas, lesées ou danos ambientais que perturbam a homeostase do
organismo, procurando realizar a destruigcdo rapida e eficiente dos mesmos. As
células do sistema imune séo os leucdcitos, células derivadas da medula 6ssea que
incluem células mieldides (neutrofilos polimorfonucleares (PMNs), mondécitos
eosinofilos e baséfilos) e linfocitos (células T, células B e células natural Killer (NK))
(BROWN et al.; 1997).

Para realizar a fungdo de defesa, as células do sistema imune devem migrar
através dos tecidos. As células T, por exemplo, que circulam continuamente através
dos tecidos, sangue e linfa a procura de antigenos invasores, atravessam
repetidamente barreiras e ao menos brevemente, entram em contato com a matriz
extracelular (ECM). Da mesma forma, os macréfagos normalmente migram através
dos tecidos removendo células apoptéticas ou necréticas e proteinas desnaturadas.
Todas as células do sistema imune podem migrar rapidamente junto a algum sitio
inflamatério ou infeccioso. Entdo, uma das caracteristicas principais do sistema
imune é a migracao de células, um processo que exige eventos de adesao

transitérios, regulaveis e reversiveis. (SHERWOOQOD et al., 2004)

A seqiéncia de eventos que resulta na passagem dos leucécitos do vaso
para os tecidos, chamado extravasamento, inclui trés passos, (1) no vaso:
marginacao, rolagem e adesao; (2) transmigracao através do endotélio (diapedese);
(3) migracdo nos tecidos em direcao a estimulos quimiotaticos. A marginacao é

causada por mudancas nas condicdes hemodinamicas da circulacdo sanguinea e os
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leucdcitos assumem uma posicao periférica ao longo da superficie endotelial. Em
seguida, os leucécitos aderem firmemente (adeséo). Depois, os leucécitos inserem
pseudopodos entre as juncdes das células endoteliais assumindo uma posicao entre
estas células e a membrana basal. Eventualmente, os leucécitos atravessam a
membrana e passam para o espaco extravascular (ROBINS et al.; 2004). Estes

eventos sdo representados na figura 3.

Ativagao endotelial

Forte adesédo e
extravasamento

Migracao
transendotelial

pzm

Figura 3. Interacao entre leucocitos e a célula endotelial durante alteracao
vascular. Adaptado por KAKKAR, 2004.

A adesao e transmigracao de leucdcitos sdo determinadas pela ligacao entre
as moléculas de adesdo dos leucécitos e a superficie endotelial. Mediadores
quimicos-quimiotéticos e certas citocinas afetam este processo modulando a
expressao superficial destas moléculas de aderéncia. Os receptores de aderéncia
envolvidos pertencem a quatro familias moleculares: selectinas, imunoglobulinas,
integrinas e glicoproteinas semelhantes & mucina. As selectinas compreendem a E-
selectina que é confinada ao endotélio; a P-selectina presente no endotélio e nas
plaguetas; e L-selectina presentes em muitos tipos de leucécitos (KAKKAR, 2004).
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2.2. Células envolvidas na inflamacao

2.2.1. Neutrofilos

Sao os primeiros a chegar as areas de inflamacdo, tendo uma grande
capacidade de fagocitose. Estao envolvidos na defesa contra bactérias e fungos. Os
neutrofilos possuem receptores na sua superficie como os receptores de proteinas
do complemento, receptores do fragmento Fc das imunoglobulinas e moléculas de
adesao.Sao células que ndo possuem a capacidade de divisdo, com uma meia vida
de sete dias e que dispde de substancias importantes para a eliminacao de agentes
agressores (ABBAS et al., 2005).

Os neutréfilos possuem em seu interior trés tipos de granulos: os granulos
azurofilos que contém proteases e enzimas hidroliticas, defensinas,
mieloperoxidase, entre outros. Os granulos especificos o qual contém entre outros
elementos, apolactoferrina, colagenase e enzimas, que ativam a funcao quinto fator
do sistema complemento. Finalmente, os granulos que contém gelatinase e exibem
receptor CD11/18 na membrana, sdo essenciais para a adesividade da célula. O
citoesqueleto do neutrofilo é um complexo sistema de microfilamentos e
microtubulos que proporcionam a célula, uma grande habilidade na locomocao além
de um movimento ordenado (BOXER et al., 2001). Durante o0 metabolismo oxidativo,
que é produzido por neutréfilos ativados, a mieloperoxidase, situada nos granulos
azuréfilos dos neutréfilos, promove a geragao de acido hipocloroso (HOCI) que esta
implicado na fagocitose (agente bactericida e citotéxica) (MUTZE et al., 2003).

2.2.2. Macrofagos

Macréfagos pertencem ao sistema fagocitico, que é um sistema composto por
células com caracteristicas morfologicas, imunolégicas e funcionais semelhantes,
estas células do sistema mononuclear incluem pro-monocitos e seus precursores na
medula 6ssea, mondcitos na circulagdo e macrofagos teciduais; sdo os principais
responsaveis por desencadear o processo inflamatério, no momento da lesdo uma
vez que estas células ativadas liberam um fator quimiotatico para neutréfilos na
presenca de antigenos como o LPS (RIBEIRO et al., 1990).
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Os macréfagos também secretam uma variedade de substancias
biologicamente ativas que participam da reacdo inflamatéria e imune. Entre os
produtos liberados destacam-se os metabodlicos do acido araquidonico, citocinas
como Fator de necrose tumoral, interleucinas 1, 6, 10, fatores medulares, tais como
o fator estimulador de colénias de granul6citos/mondcitos, fatores regulatérios da
inflamacéo, como glicocorticéides, componentes do sistema complemento entre
outros (NATHAN et al., 1997).

2.2.3. Mastocitos

Mastécitos sdo derivados de células hematopoiéticas pluripotentes da medula
Ossea e apresentam diferencas morfofisiolégicas de acordo com o tecido onde sao
encontradas; sdo capazes de secretar e produzir mediadores que podem modificar
eventos celulares e vasculares. Entretanto, essas células possuem caracteristicas
histolégicas semelhantes aos basoéfilos no sangue, apesar de possuirem certa
similaridade sé@o de linhagens diferentes (WELLE, 1997). Segundo Robins et al.,
(2004) a membrana dos mastécitos possui receptores para uma classe especial de
anticorpos, a imunoglobulina E (igE), bem como para os terceios e quinto fatores do
sistema do complemento. A célula pode ser ativada para secretar mediadores
através desses receptores, bem como por leséao fisica direta.

A principal fungao dos mastocitos é armazenar potentes mediadores quimicos
da inflamacao, como a histamina, heparina, fator quimiotaxico dos eosinéfilos (ECF),
serotonina e fatores quimiotaxicos dos neutrofilos. Esta célula ndo tem significado no
sangue, sendo uma célula prépria do tecido conjuntivo. E a principal célula
responsavel pelo famoso choque anafilatico (ABBAS, 2005) Quando ativados, os

mastécitos aumentam em numero, tamanho e granulosidade.
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2.3. Mediadores envolvidos no processo inflamatorio

A histamina e a serotonina estdo envolvidas na vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular no local da inflamacédo. A liberagcdo de histamina pelos
mastocitos e baséfilos € desencadeada por injuria tecidual, complexo antigeno-
anticorpo e pelo sistema do complemento (YOKOYAMA, 1989). Segundo Yokoyama
estes autores, o sistema de cininas tem como funcdo a ativacdo das plaquetas e
producdo de bradicinina e calicreina. A bradicinina um potente agente vasoativo,
produz vasodilatagcdo, induzindo a liberacao de fatores de relaxamento vascular
derivados do endotélio (EDRFs), contracao da musculatura lisa e producéo de dor. A
calicreina um agente quimiotatico para neutrofilos. O sistema do complemento
participa da resposta imune adaptativa, porém pode ser ativado por uma via
alternativa a partir de endotoxinas, lipossacarideos de parede bacteriana e por
outros sistemas de enzimas plasmaticas. Tem funcdo de opsonizacao de
microorganismos, promove a degranulacdo de mastécitos e age como fator

quimiotatico de fagocitos.

A partir dos anos 90 foi sugerida a participagcao do 6xido nitrico (NO) sendo
um dos EDRFs liberados pelas células endoteliais. Demonstrou-se sua atuacao na
regulacao do fluxo sanguineo e aumento da permeabilidade vascular (KUBES et al.,
1995)

2.3.1. Oxido Nitrico

O NO é uma substancia altamente reativa utilizada por neutrofilos para
exercer sua funcdo microbicida e € sintetizado a partir da combinagéo da L-arginina
e do oxigénio molecular, tendo como principais cofatores o NADPH. Neutrofilos
ativados expressam a enzima Oxido nitrico sintase induzida (iINOS), que leva a
producdo de NO. Uma vez formado, o NO pode interagir com espécies reativas de
oxigénio, levando a formacdo de multiplos metabdlitos antimicrobianos como

peroxinitrito, S-nitrosotiois e o diéxido de nitrogénio (MULLIGAN et al., 1993).

No sistema imune e na inflamacado, o NO endbgeno parece exercer efeitos
pro e anti-inflamatérios. Os efeitos pro-inflamatérios do NO ndo s&o evidentes sob
condicoes fisiolégicas agudas, podendo, nestes casos, mediar funcbes anti-
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inflamatérias, como a inibicdo de adesédo de neutrdfilos, atividade da cicloxigenase,
formacao de citocinas e reabsorcao 6ssea (SCHMIDT & WALTER, 1994).

Os efeitos da producdo de NO variam de acordo com o tipo de célula
promotora, com a NOS envolvida e a quantidade de NO liberada, no local da
inflamacédo. Pequenas quantidades de NO protegem os tecidos por inibicdo da
proliferacao de linfocitos T, limitando a adeséo e a migracdo neutrofilica, mantendo a
perfusdo tecidual, através da vasodilatacdo e dos tecidos anti-plaquetarios
(KOSHLAND, 1992). Esses efeitos benéficos ocorrem, principalmente, quando o NO
€ produzido pela NOS constitutiva. Por outro lado, quando o NO é produzida em
grandes quantidades hd uma marcante citotoxicidade por inibicdo da respiracao

mitocondrial, induzindo alteracées no DNA.

O NO produzido por macréfagos e células polimorfonucleares, contendo
radicais livres, contribui para a génese de compostos citotoxicos como o perdxido
nitrico (KOLB et al., 1998). O NO é um mediador que possui papeis importantes na
inflamacéao, entre os quais estdo a reducao da agregacao plaquetaria, vasodilatacao
e citotoxidade para determinados micrébios e células tumorais (MONCADA et al.,
1994).

Durante a resposta imune mediada por células, a maioria das células adquire
a capacidade de expressar a forma de NO induzida; a acdo do NO depende da
célula T reconhecer um antigeno especifico, embora sua acao na resposta imune
mediada por células ndo seja especifica (SCHMIDT & WALTER, 1994). A expressao
dos antigenos por macréfagos torna-se crucial para que haja a interagdo com
linfécitos T e consequiente secrecao de interferon gama (IFN-y), um importante co-
indutor da sintese de NO (THOMPSON et al., 1998). Ficou evidenciado, por CUNHA
e seus colaboradores (1993), que a fagocitose por si s6 nao induz a sintese de NO;
a fagocitose de particulas inertes por macréfagos peritoniais, em cultura, ou por
macréfagos murinos, estimulados por interfon-gama (IFN-y), ndo sao estimulos
suficientes para a inducao expressiva de iNOS. No entanto, a fagocitose de agentes
biolégicos, nas mesmas condigdes, induz altos niveis de NO, sugerindo que a
producdo seja dependente de estimulo imunolégico e que faca parte dos
mecanismos de defesa do organismo.

IFN-y, TNF-a e MIF (fator inibidor de macréfagos), apés interagirem com seus
receptores nos macréfagos, desencadeiam sinais intracelulares que culminam com a
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ativacao da NO. Por outro lado, citocinas como a IL-4, IL-10 quando ocupam seus
receptores, desencadeiam sinais intracelulares que resultam na inibicao da sintese
de NO (CUNHA, et al., 1993).

2.3.2. Citocinas

As citocinas sdo em geral proteinas formadas por cadeias de aminoacidos e
acucares, com tamanhos diversos e atuam como mensageiros quimicos entre a
célula e o sistema imunolégico, hematopoéico e neuroenddcrino; em condicoes
normais sao detectadas em quantidades muito pequenas no sangue e nos fluidos
bioldgicos, mas durante inflamacdes podem atingir niveis milhares de vezes

maiores, que persistem por meses na circulacao (JANEWAY, 2006).

Desde as primeiras citocinas descobertas, um numero consideravel de suas
funcbes foram descritas. Hoje em dia, é bem aceito que citocinas constituem uma
ligacdo estreita entre danos celulares, reconhecimento imunoldgico e os sinais locais
ou sistémicos de inflamacdao. Em geral, elas sao liberadas dentro uma sucessao
controlada responsaveis pela producao dos mediadores finais envolvidos na inducao
de sinais inflamatérios (VERRI et al., 2006)

As citocinas atuam através de mecanismos autocrinos e paracrinos, na célula-
alvo, ligam-se a receptores especificos e de alta afinidade, ativando-os; na maioria
dos casos, sdo supra-regulados na célula quando sao estimulados. A maioria das
citocinas exerce acao em receptores ligados a quinase, que regulam cascatas de
fosforilacdo afetando assim sua expressao génica (PHILP et al., 2004).

Segundo Robins et al., (2004), além de acdes diretas sobre as células,
algumas citocinas induzem a formacao de outras citocinas (formando uma cascata
de amplificacdo), enquanto algumas induzem a expressao dos receptores de outras
citocinas e também podendo apresentar interacdes sinérgicas ou antagbnicas com
outras citocinas. A IL-6 por exemplo, € uma citocina multifatorial secretada por todas
as células quando lesadas ou ativadas por IL-1 e/ou TNF-a. De outro modo,
citocinas como a IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IFN- a sao eficientes em inibir in vitro a
sintese de IL-1 e TNF-a. As citocinas incluem peptideos tanto pré-inflamatoérios

quanto antiinflamatérios.
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As citocinas pré-inflamatdérias participam em reacdes inflamatérias agudas e
cronicas, bem como nos processos de reparo. O TNF-oo é uma citocina pré-
inflamatdria que apresenta papel chave em diversos processos, como a inflamacao,
imuno-modulagao, crescimento, angiogénese e citotoxidade. Estd bem descrito na
literatura, a participacdo do TNF-a no recrutamento de neutréfilos para o sitio
inflamatério (CANETTI et al., 2003). Embora, o TNF-a ndo seja considerado um fator
quimiotatico classico, uma vez que nao induz migracao de neutréfilos in vitro, este
promove a sintese e liberacdo de fatores quimiotaticos, como as quimiocinas
(ROBINS et al., 2004)

Entre os muitos efeitos fisiopatologicos do TNF-a estdo o choque, a
citotoxicidade e a caquexia, 0os quais ocorrem a partir de sua ligacao a dois tipos
distintos de receptores presentes nos neutrofilos e nas células endoteliais
(WAGNER, 2000). Quanto aos efeitos paracrinos ou tecido-especificos do TNF-a, os
mais estudados sdo aqueles relacionados a sua participacdo na mediacao de varios
eventos que ocorrem nos processos inflamatério agudo e crénico. Dentre estes,
destacam-se a ativacao de neutroéfilos, com consequiente degranulagéo, producao de
intermediarios reativos de oxigénio, aumento da citotoxicidade para certos
patégenos e o aumento de atividade fagocitica, quimiotaxia de neutrofilos e de
monacitos; aumento da adeséo ao endotélio (VERRI et al., 2006).

Os neutréfilos podem responder ao TNF-a pela ativacdo e expressdo de
integrinas, producao do fator de agregacao de plaquetas (PAF) e outros mediadores
granulociticos. Da mesma forma as células endoteliais mobilizam selectinas,
regulam positivamente as moléculas de adesao intercelular (ICAM-1) e ativam vias
pré-coagulantes em resposta a exposicdo ao TNF-a. Durante a inflamacéo os
polimorfonucleares liberam, a partir de suas membranas, um receptor soluvel para
TNF-o que, uma vez ligado, pode efetivamente inativar o TNF-a circulante
(WAGNER et al., 2000).

O TNF-a estimula células endoteliais e macréfagos a secretar quimiocinas
que acentuam a afinidade das integrinas leucocitarias por seus ligantes e induzem a
quimiotaxia de leucécitos e recrutamento. Ele também atua nos fagécitos

mononucleares para estimular a secrecao de IL-1, esse € um exemplo de uma

38



cascata de citocinas que possuem atividades biolégicas semelhantes ou
complementares (ABBAS, 2005)

A interleucina IL-1, conhecida sob varias denominacdées em mais de quarenta
anos, é um importante mediador da inflamacao e da febre. Suas fontes celulares e
efeitos fisiol6gicos sdo semelhantes ao do TNF-o e ambas séo, frequentemente,
encontradas juntas por que a via de sinalizacado da IL-1 compartilha intermediarios
bioquimicos com a via do TNF (ABBAS, 2005). Como o TNF-a, a IL-1 induz a
expressao de selectina e ICAM-1 nas células endoteliais e promovem a ativagéo de
integrinas nas células polimorfonucleares (WAGNER, 2000).

A producao de IL-1 por fagécitos mononucleares pode ser induzida por
produtos bacterianos, tais como lipossacarideos, e até mesmo por outras citocinas,
tais como o TNF, a IL-1 é produzida por muitos tipos celulares que néo os
macrofagos, tais como neutrofilos, células epiteliais e células endoteliais. Quando
secretadas em baixas concentracdes, a IL-1 atua como um mediador da inflamacéao
local; quando secretadas em maiores quantidades, ela entra na corrente sanguinea
e exerce efeitos endocrinos (ABBAS, 2005). A IL-1 ndo induz a morte apoptotica das
células, e mesmo em altas concentragdes sistémicas, por si sé ela ndo causa as

alteracoes fisiopatolégicas do choque séptico (VERRI et al., 2006).

Existem, entretanto, citocinas com acdes inibitérias sobre a producdo de
outras citocinas. Um exemplo é a acéo inibitéria da IL-4 sobre a IL-6 na producao de
TNF ou IL-1 por mondcitos. A IL-10 é outro peptideo cujas funcgdes biologicas
principais parecem ser a inibicdo de citocinas liberadas por linfécitos Th1 ou por
mondcitos e macrofagos. Muitas das agdes antiinflamatérias ou imunossupressoras
de TGF-B também parece resultar de sua habilidade de suprimir a producao de
citocinas em células T e em fagécitos mononucleares (VILCEK, 2004).

Assim, as citocinas pro-inflamatérias podem ser responsaveis por muitos
sintomas relacionados a processos inflamatérios via suas acdes locais e sistémicas
ou ainda, induzindo a producdo de outros mediadores e iniciando uma cascata de
efeito diversos (KASAMA et al.; 2005).
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2.3.3. Quimiocinas

Quimiocinas sao citocinas de baixo peso molecular (8-14 KDa) que
desempenham importante papel em processos fisiolégicos e nas reacdes imunes e
inflamatérias (PROUDFOOT et al.; 2003). Elas recrutam seletivamente populacoes
de células inflamatérias distintas para sitios de inflamagcdo de acordo com a
expressao diferencial de seus receptores nestas populacdes. A classificacdo dos
diferentes grupos de quimiocinas € baseada na existéncia de um ou mais residuos
de cisteina e na auséncia ou existéncia de um ou mais aminodcidos entre dois
residuos conservados de cisteina na porgcdo amino-terminal da molécula.
Atualmente elas se encontram divididas em quatro grupos: CXC ou a quimiocinas,
CC ou b quimiocinas, C ou g quimiocinas e CX3C ou d quimiocinas. As a
quimiocinas sao subdivididas em dois grupos, de acordo com a presenca da
seqliéncia conservada de aminoéacidos ELR (acido glutdmico - leucina - arginina)
precedendo a seqiéncia CXC. As quimiocinas ELR+ atraem basicamente
neutrofilos, enquanto que aquelas que ndo contém esta sequéncia atraem linfécitos
T e B. As CC quimiocinas exercem acao em varios tipos de leucocitos, incluindo
monacitos, basdfilos, eosindfilos, linfocitos T, células dendriticas e células NK, mas
geralmente nao recrutam neutréfilos (MANTOVANI, 1999 & PROUDFOOQOT et al;
2003).

As quimiocinas envolvidas em reacdes inflamatérias sao produzidas por
leucdcitos em resposta a estimulos externos, e regulam o trafego celular através dos
tecidos sendo produzidas constitutivamente por varias células neste tecido. Estas
moléculas quimioatraentes sado secretadas nos sitios de infecgao e inflamacao por
células que compdem o parénquima, leucécitos recrutados e células endoteliais
ativadas por citocinas; elas sado localmente retidas por componentes da matriz
extracelular e proteoglicanos de superficie celular que resulta em aumento de sua
meia vida e sua capacidade de induzir estimulo inflamatério. Os leucécitos rolam
sobre o endotélio num processo mediado por selectinas e interagem com as
quimiocinas retidas nos proteoglicanos da superficie das células endoteliais. Tal
interacdo promove a ativacdo das integrinas que mediardao a adesao estavel e
transmigracao para o tecido (MANTOVANI, 1999).
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Receptores de quimiocinas sao estruturas protéicas, que apresentam sete
dominios trans-membranares, com a regido amino-terminal voltada para a regiao
extracelular e a carboxi-terminal para o meio intracelular. Os receptores de
quimiocina exibem ou ndo sobreposicdo em relacdo aos seus ligantes, contudo a
afinidade por cada um deles é variavel. E a expressao deles pode variar entre as
diferentes subpopulacées de células T ou estado de ativacdo das mesmas
(PROUDFOQT et al.; 2003).

Modelos de inflamacao de diferentes etiologias tém contribuido para
elucidagdo do papel fisioldégico das quimiocinas. Em lesdo hepdtica associada a
doenca enxerto versus hospedeiro (GVH), foi observado o predominio de células T
CD8+ expressando o receptor de quimiocina CCR5 no figado, assim como a
expressao do seu ligante CCL3/MIP-1a pelas células endoteliais, células epiteliais
do ducto biliar intralobular e células inflamatorias, como linfocitos e macrofagos. A
administragdo de anticorpos neutralizantes, anti-CCL3/MIP-1a ou anti-CCRS5, reduziu
dramaticamente a entrada de células CD8+CCR5+ e, conseglentemente, o dano
hepatico (MURAI et al., 1999). A interleucina 8 (IL-8) é uma importante quimiocina
ativadora de neutréfilos, sendo produzida por um grande numero de células, entre
elas: macréfagos, neutréfilos, células endoteliais e fibroblastos, a IL-8 pode ter
diferentes designacdes isto depende do tipo de espécie envolvida, por exemplo, em
humanos temos IL-8, em camundongos MIP e em ratos kc (VERRI et al., 2006).

Os varios mediadores inflamatérios normalmente atuam restringindo as
consequéncias e a extensdo do dano tecidual, induzindo somente os sinais locais.
Entretanto, dependendo da persisténcia e/ou intensidade da lesdo, alguns
mediadores podem difundir-se e mediar sinais e sintomas sistémicos como febre,
aumento da producéao de proteinas de fase aguda, leucocitose, ativagao do sistema
complemento, aumento da producao de glicocorticdides, alteracbes metabdlicas e
das concentracdes plasmaticas de metais como ferro, cobre e zinco. (SHERWOOD
et al.; 2004)
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3. Justificativas e Objetivos

Nos ultimos anos tem se observado um crescente interesse nao somente da
industria farmacéutica, mas também dos 6rgaos governamentais, no que diz respeito
ao estudo de moléculas normalmente presentes na natureza. Esta linha de
raciocinio tem sido seguida considerando que, o reino vegetal € extremamente
vasto, principalmente no nosso pais que € privilegiado por uma riqueza de
biodiversidade. A utilizacdo de produtos naturais quer seja na elaboracédo de drogas
ou insumos biotecnoldgicos, surge como uma vertente para o desenvolvimento e

crescimento de muitas areas importantes relacionadas ao bem estar da populacao.

O estudo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos no processo
inflamatério, vem sendo alvo de inUmeras pesquisas ao longo dos ultimos quarenta
anos. Inumeros trabalhos tém sido realizados com objetivos que variam desde a
elucidacao do mecanismo das respostas imunoldgicas desencadeadas por diversas
doencas inflamatdrias, bem como a descoberta de ferramentas farmacologicas para

a resolucao destas patologias

Estudos que investigam possiveis atividade bioldgicas para as lectinas
ocorrem concomitantemente com estudos direcionados a caraterizagao estrutural

destas moléculas.

Desta forma, este estudo foi delineado com o objetivo geral de avaliar a
atividade da lectina de sementes de Dioclea rostrata sobre os aspectos celulares e
vasculares da inflamacdo em modelos experimentais. Para tanto, foram tracados os
seguintes objetivos especificos:

e Investigar o possivel efeito da lectina em induzir resposta inflamatéria,
quando administrada localmente. Para tanto, foram usados os modelos de

peritonite e edema de pata em ratos.

e Investigar o envolvimento do dominio lectinico na atividade pro-inflamatéria
da lectina, através da associacdo desta com seu agucar especifico (a-metil-

D-manosideo)

e Avaliar a importancia da estrutura tridimensional da lectina na efetuacao da

resposta inflamatéria
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Investigar possiveis mediadores envolvidos na resposta inflamatéria induzida
pela lectina. Para tanto, foram utilizados diferentes bloqueadores

farmacologicos dos principais mediadores da inflamacéao.

Investigar a participacdo de células residentes na resposta inflamatoria
induzida pela lectina. Esta abordagem foi realizada modificando-se a
populacdo de células residentes (macréfagos e mastécitos) da cavidade

peritoneal dos animais.

Evidenciar a importancia do macréfago na atividade pré-inflamatéria da

lectina, utilizando o modelo de bolsa de ar subcutanea “Air Pouch”.

Verificar a liberacado de substancias quimiotaticas por cultura de macréfagos
estimulados pela lectina, bem como a caracterizacao destas substancias.

Caracterizar a resposta edematogénica induzida pela lectina através da

determinacao da expressao da mieloperoxidase.

Em extensdo ao estudo do mecanismo de agdo da migracao de neutrofilos
induzida pela lectina de D. rostrata, objetivamos também, investigar sua
interacdo direta com os neutréfilos. Para tanto, utilizamos o modelo de

quimiotaxia in vitro.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) fémeas com peso entre
150 e 220g, procedentes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade
Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia (UFC). Estes animais receberam racdo e agua ad libitum, sob
condicbes adequadas de luz e temperatura. Todos os protocolos experimentais
foram executados em acordo com as normas estipuladas pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais da UFC.

4.2. Lectinas

A lectina de sementes de Dioclea rostrata foi isolada e purificada no
Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMolLab) do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (UFC), através de cromatografia de afinidade em
Sefadex G-50 (CAVADA et al 1996) . A pureza de todas as preparacoes da lectina
foi avaliada individualmente através de eletroforese em gel de poliacrilamida em

presenca de SDS e betamercaptanoetanol.

4.3. Drogas e Reagentes
e Acido Sulftrico (Sigma)
e Agua destilada (AD);
e Albumina sérica bovina (Sigma)
e Alcool etilico 70%;
e Alcool iodado;
e Anticorpo biotinilado TNF-a (Dako)
e Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako)
e Anticorpo biotinilado de interleucina 10 (Dako)

e Avidina — horseradish peroxidase (Dako A/S, Denmark)
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Azul de Toluidina

a-metil-D-manosideo (Sigma)

Celecoxibe (Merck)

Cloreto de Sédio (NaCl, Merck)

Composto 48/80 (Sigma)

Corante de HEMA 3

Dexametasona - Decadronal® (Prodome Quimica Farmacéutica)
Dimetil sulféxido - DMSO® (Sigma)

Fosfato de Sodio (Merck)

Formol (Merck);

N-formil-metil-L- metionil-L- leucil-L-fenilalanina (fMLP) (Sigma)
Gradiente de Ficoll Hypaque (Sigma)

Gradiente de Percoll 65% (Sigma)

Heparina 5.000 Ul/mL (Roche)

Indometacina (Prodome Quimica e Farmacéutica)

Lectina de sementes de Dioclea rostrata dissolvida em solugdo salina 0,15 M
Meclizina (Sigma)

Metil-celulose 0,1% (Sigma)
N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-Lfenilalanina (fMLP) (Sigma)

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

Ortofenileno diamina (Sigma)
Ovidina-horsedish peroxidase (Dako, Dennark)
Proteina C ativada (Merck)

Pentoxifilina (Merck)

Peroxido de Hidrogénio (Sigma)
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agua

Sefadex G-50 (Pharmacia)
Soro de cabra (Peprotec)
Soro de carneiro (Peprotec)
Talidomida (CEME)
Tioglicolato (Lab Difco Ltda)

A maioria das substéancias foi preparada em solucao estéril de NaCl 0,15 M ou
bidestilada. A talidomida foi dissolvida em salina acida pH 5.0, o PCA

dissolvido em DMSO. Indometacina foi dissolvida em Tris. HCL pH 8.0, MK-886 em
solucdo de metil-celulose (0,1% em agua destilada) e tioglicolato, em agua

bidestilada, sendo aquecido para sua completa diluicao.

4.4. Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais

Os principais equipamentos utilizados nesse trabalho foram os seguintes:
Agulhas 29G e 25 G;

Agitador magnético Thermolyne, mod M37510/26

Agitador para tubos de ensaio mod. TE0O89 (MARCON)

Alicate para deslocamento cervical

Balanca para pesagem dos animais, mod. ID-1500 (FILIZOLA);
Balanca analitica, digital modelo 260 (MARTE);

Banho -maria modelo 100 (FANEN);

Base emborrachada para permanéncia do animal;

Bast&o de vidro;

Beckers de 5, 10 e 50 mL;

Céamaras de Boyden

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

Citocentrifuga, mod. 248 (FANEM)

Estufa de CO»
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Filtro Millipore SW INEX-13 n.2

Geladeira e freezer;

Instrumental cirargico (pincas, bisturis, tesouras, etc.)

Laminas e laminulas;

Luvas descartaveis;

Medidor de pH (pHmetro, MICRONAL)

Membrana de policarbonato (5um Milipore Corp., Bedfor, MA)
Microscépio optico binocular;

Microcamara de 48 pocos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD)
Micrétomo modelo 820 SPENCER - American Optical Corporation;
Micropipetas automaticas (GILSON)

Placa de cultura de 48 pocos

Pletismémetro Hugo Basile (7140);

Politron (Ultra-Max)

Seringas de insulina 0,5 cc com agulha 29G ultrafina (13 x 3,3), de 1 e de 5

mL ( BENSON - DIKSON);

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

Beverly, MA)

Tubos plasticos de 15 mL (FALCON).
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5. Modelos Experimentais

5.1. Avaliacao da atividade pré-inflamatoéria da lectina de Dioclea rostrata

5.1.1. Modelo de peritonite

Para avaliagdo da migracdo de neutréfilos induzida pela Dros, esta foi
administrada intraperitonealmente (i.p.) nas doses de 125, 250, 500 e 1000
ug/cavidade em 1 mL de salina estéril, estas doses foram baseadas em estudos
anteriores com lectinas vegetais. Os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical ao final da 4 hora apds a injecdo da lectina. Em seguida, as células
presentes na cavidade peritoneal foram coletadas através da lavagem destas
cavidades injetando-se 10 mL de salina contendo 5 Ul/mL de heparina. Os
abdomens dos animais foram levemente massageados, e através de uma incisao
foram coletados cerca de 7 mL de fluido peritoneal, com pipeta de Pasteur de
plastico. As contagens total de diferencial de leucdcitos foram realizadas conforme
metodologia descrita por Souza & Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 pL do
fluido coletado de cada animal foram diluidos em 380 pL do reagente de Turk e
posteriormente usados para a contagem total de leucécitos em cé&mara de
Neubauer. A contagem diferencial das células foi realizada através de esfregacos
corados em laminas. Para tanto, 50 pL do exsudato foram centrifugados em
citocentrifuga a 400 x g, durante 10 min, apos este processo os esfregacos foram
corados pelo método de hematoxilina- eosina (corante HEMA 3). A contagem
diferencial dos leucocitos foi realizada usando-se microscopia éptica e expressa
como a media + E.P.M. do nudmero de neutréfilos/uL do fluido peritoneal e
comparados aos valores obtidos nos grupos controle do experimento, ou seja,

animais que foram tratados apenas com salina estéril.
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5.1.2. Curso Temporal da Migracao de Leucocitos para cavidade peritoneal
induzida pela lectina de Dioclea rostrata.

Com o intuito de avaliar o curso temporal, bem como o perfil da migracao
leucocitaria (neutréfilos e mononucleares) induzida pela lectina, esta foi
administrada i.p. em 1 mL de salina estéril, na menor dose que apresentou efeito
pro-inflamatério (500ug/cavidade). Os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical ao final de intervalos de tempo que variavam de zero a 96 horas, sendo a
migracao de leucdcitos avaliada no fluido peritoneal, conforme descrito no item
5.1.1.

5.1.3. Investigacao do envolvimento do dominio lectinico na atividade pré-
inflamatéria da lectina de Dioclea rostrata.

Para investigarmos se o sitio de ligagdo a carboidrato da lectina esta envolvido na
sua habilidade em induzir migracdo de neutréfilos , este foi bloqueado através da
incubacdo da lectina (37 °C/30 minutos) em solucdo 0,2 M com seu acgucar
especifico (a-metil-D-manosideo). A lectina (500 pg/cav.) foi administrada i.p.
sozinha ou em solucao com a-metil-D-manosideo. A avaliacdo da migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal foi feita conforme descrito anteriormente no
item 5.1.1.

5.1.4. Efeito da desnaturacao térmica da lectina sobre a migracao de

neutrofilos induzida por lectina de Dioclea rostrata.

Para demonstrarmos a importancia da estrutura tridimensional da lectina na
atividade pré-inflamatéria realizamos a desnaturacdo da proteina. Para tanto a
lectina, em solucao foi submetida a fervura (100C) durante 10 minutos. Em seguida
a lectina foi testada no modelo de peritonite, seguindo a metodologia descrita no
item 5.1.1. Os resultados obtidos foram comparados aqueles obtidos com a proteina
n&o desnaturada.
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5.1.5. Modulacao farmacolégica da migracao de neutréfilos para a cavidade
peritoneal induzida pela lectina de Dioclea rostrata.

Com o objetivo de se investigar possiveis mediadores envolvidos na
migracao de neutréfilos induzida pela lectina, esta foi administrada i.p. (500 pg/cav.)
em diferentes grupos de animais pré-tratados com diferentes bloqueadores
farmacolégicos como a seguir: dexametasona (2 mg/Kg; s.c.); talidomida (200
mg/Kg; s.c); pentoxifilina (100 mg/Kg;s.c.); celecoxibe (30 mg/Kg, s.c.), meclizina
(40 mg/Kg; s.c.) e MK 886 (1 mg/Kg; v.0.) 1 hora antes da administracdo da lectina
e com indometacina (10 mg/Kg; s.c) e PCA (10 mg/Kg; s.c.), 30 minutos antes da
Dros.

A migragdo de neutréfilos foi avaliada 4 horas apds a administragdo da

lectina como descrito anteriormente no item 5.1.1.

5.2. Mudancas na populacao de células residentes da cavidade peritoneal

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

realizados os seguintes experimentos:

5.2.1. Pré-tratamento com tioglicolato: incremento da populacao de
macroéfagos residentes na cavidade peritoneal

Tioglicolato (Tg; 3% m/v; 10 mL) foi administrado i.p. e 4 dias apds os
macrofagos peritoneais foram coletados, contados e comparados com a contagem
obtida em grupo de animais nao tratados com Tg (controle), de acordo com a
metodologia descrita por Ribeiro e colaboradores (1991).

Lectina (500 pg/cav.) e fMLP (10 x 10 moles/cav.) foram administrados i.p.
em animais tratados ou ndo com tioglicolato. Conforme descrito para o modelo de
peritonite no item 5.1.1., a migragdo de neutrofilos foi avaliada 4 horas apos a
injecao dos estimulos, sendo os resultados comparados com os obtidos em animais

gue receberam somente salina estéril i.p..
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5.2.2. Pré-tratamento com o composto 48/80: deplecao de mastocitos
peritoneais

A deplecao de mastdcitos da cavidade peritoneal dos animais pelo composto
48/80, foi feita pelo método descrito anteriormente por Di Rosa e colaboradores
(1971). Para tanto, os animais foram pré-tratados i.p., durante quatro dias
consecutivos, duas vezes 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 apds o inicio do tratamento, a
deplecdo dos mastécitos foi avaliada através da coleta do fluido peritoneal dos
animais o qual foi diluido (1:5) em azul de toluidina e a contagem feita em camera de

Neubauer.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos no grupo de animais
nao tratados com o composto 48/80. A viabilidade celular foi avaliada, observando-
se 0 numero de mastocitos integros ou degranulados e também pela presenca de

células contaminantes.

Lectina na dose de (500 pg/cav) e fMLP (10 x 10 moles/cav.) foram injetados
i.p. em animais tratados ou ndo com composto 48/80. A migracao de neutréfilos foi
quantificada 4 horas apds a injecdo dos estimulos e os resultados comparados aos

respectivos controles.

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

O “air pouch” foi produzido na pele do dorso dos animais de acordo com
método descrito por Edwards et al., 1981. Inicialmente, ap6s depilacao do dorso dos
animais e assepsia com alcool iodado foram injetados subcutaneamente 20 mL de
ar estéril. Trés dias apos, a cavidade formada foi mantida injetando-se 10 mL de ar.
No sexto dia apds a injecéo inicial de ar os animais foram utilizados para os

experimentos de migragéo.

A avaliagdo da migracdo de neutrofilos seguiu-se ao procedimento
experimental descrito para o modelo de peritonite (item 5.1.1). A lectina (500ug) foi
administrada em 1 mL de solucdo/bolsa. Os animais foram sacrificados seis horas
apds a injecao da lectina e a lavagem da cavidade artificial foi feita com 5 mL de

salina heparinizada. A migragao de neutrofilos para a bolsa de ar foi avaliada pelo
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contagem total e diferencial dos leucocitos. O grupo controle do experimento era

constituido por animais que receberam 1 mL de salina estéril.

5.4. Cultura de células: Macréfagos peritoneais

Macrofagos peritoneais foram obtidos de ratos normais que haviam sido
tratados por via intraperitoneal com 10 mL de tioglicolato a 3% em agua destilada,
seguindo o método descrito por Cunha & Ferreira (1986). Apds quatro dias, os
animais foram sacrificados e o exsudato peritoneal foi coletado em condicdes

estéreis, apods ser injetado 10 mL de RPMI incompleto, pH 7,4 contendo heparina.

Em seguida, as células foram lavadas duas vezes em RPMI incompleto por
centrifugacao a 100 x g durante 5 minutos. O precipitado final foi ressuspenso em 1
mL de RPMI incompleto, sendo entdo diluido (1:20) em solucdo de Turk para
contagem total das células em camara de Neubauer. As células foram ressuspensas
em RPMI incompleto, na concentracdo de 2 x 10° células /mL e distribuidas em
placas de cultura de 24 pocos (1 mL/poco).

Para aderéncia dos macrofagos na placa esta foi incubada por 1 hora em
estufa de CO, a 5%. Apds este periodo o sobrenadante foi descartado e as células
aderidas foram lavadas 3 vezes com RPMI incompleto e incubadas por 12 horas em
CO. a 5%. Para o periodo de incubacéao foi adicionado 1 mL de RPMI completo em
cada poco. Ocorrendo a incubacgdo, as células ndo aderidas foram removidas por
trés lavagens de RPMI incompleto.
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5.4.1. Dosagem de TNF-a, IL-1 e IL-10

As concentragbes de TNF-a, IL-1 e IL-10 foram determinadas por “enzime-
linked immunosorbent assay” (ELISA) no liquido peritoneal dos animais induzidos
com Dros na dose de 500ug/cav..

O ensaio para determinacdo da concentracdo de TNF-a, IL-1 e IL-10 foi
realizado baseado em protocolo ja descrito (TAKTAK et al., 1991). Brevemente,
placas de microtitulacao (96 pocos) foram recobertas com 50 uL de tampao PBS
contendo 2,0 ug/mL do anticorpo monoclonal (mAb) anti-TNF-a, anti IL-1 e anti IL-10
(purificado do soro de carneiro; Peprotec). A placa foi incubada durante uma noite a
4°C. Apds esse periodo, a placa foi lavada de 3 a 5 vezes com PBS contendo 0,1%
Tween 20 (PBS-T; 200 ulL/pogo), e em seguida foram incubadas com 50 pL de
solucéo 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 (triplicata), colhidas do fluido peritoneal que foram injetadas com o
sobrenadante da cultura de macréfagos e concentracoes decrescentes de TNF-a, IL-
1 e IL-10 (Peprotec) diluida em PBS-Tween (o primeiro ponto da curva-padrdao de
TNF-a, IL-1 e IL-10 utilizado foi de 2000 e 10 pg/mL, respectivamente; diluido em
PBS com 0,5% de BSA). 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 os anticorpos
biotinilados anti-TNF-a, anti-IL-1 e IL-10 (1:1000 em solugdo de lavagem contendo
1% de soro de cabra, Peprotec).

Ap6s 1 h de incubacao a temperatura ambiente, a placa foi lavada e em
seguida adicionou-se 50 pL de uma solugcdo 1:5000 do conjugado avidina-
horseradish peroxidase (DAKO A/S, Denmark) diluida em PBS-T. Apds incubacao
por 30 minutos, a placa foi lavada e incubada com 50 yL do substrato dihidroclodro
de 1,2-fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, Sigma) diluido em tampéao e
adicionado com 0,4 pyL de H>O, 30% por mL.

Apb6s o desenvolvimento da cor, a reacao foi interrompida pela adicao de 75
ML de solucédo de H.SO4 — 1M. A medida da absorbancia foi determinada a 490 nm.
Os resultados foram expressos em pg/mL de TNF-q, IL-1 e IL-10 com base na curva
padréo obtida.
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5.5. Modelo de edema de pata.

Os volumes das patas direitas de cada animal foram medidos
plestimograficamente antes da administracdo local da lectina, considerando-se este
o tempo zero. Em seguida, a lectina foi injetada por via subcutanea intraplantar (125,
250, 500 e 1000 pg/pata) em 0,1 mL de salina estéril. Os volumes de liquido
deslocados pelas patas foram medidos 30 minutos e 1, 2, 3, 4, 8, 24 e 48 horas apds
a administracao da lectina. O edema foi calculado como a variagdo de volume, ou
seja, a diferenca entre o volume em um determinado tempo apés o estimulo e o
volume antes do estimulo (tempo 0). As areas sob as curvas (ASC) foram calculadas
usando método do trapézio segundo Landucci e seus colaboradores (1995).

Os resultados foram expressos como volume de edema (mL) e também
unidades arbitrarias (ASC) sendo comparados aqueles obtidos nas patas dos

animais que foram injetados com 0,1 mL de salina.

5.5.1. Atividade da Mieloperoxidase (MPO) nas patas dos animais

A determinacdo da atividade da mieloperoxidase foi avaliada no edema de
pata, induzido pela lectina (125 pg/pata) conforme item 5.6. A atividade da MPO foi
determinada por um ensaio cinético-colorimétrico descrito por Souza et al.,2001 com

algumas alteracoes.

Apbs 4 horas da inducao do edema amostras do tecido das patas dos animais
foram coletadas, pesadas e trituradas em Politron Ultra-Max em solucdo (NaCl,
NaPO4, NaEDTA), sob condicoes adequadas de refrigeracdo. A seguir, foram
centrifugadas e a 13.000 xg durante 15 minutos a 4°C. O precipitado obtido foi
ressuspendido na mesma solucdo tampao e novamente centrifugado. O novo
precipitado obtido foi ressuspendido em uma segunda solug¢ao tampao (NaPO4 e H-
TBA), re-homogenizado, congelado e descongelado e centrifugado a 4<C, durante
15 minutos, com freqiéncia de 10.000 a 20.000 rpm. O sobrenadante foi colhido e
devidamente armazenado para posterior ensaio da mieloperoxidase, utilizando placa

de 96 pocos e leitura da densidade éptica a 450 nm espectrofotdmetro.
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A atividade de MPO foi comparada a uma curva padrdao de neutréfilos de
ratos processado da mesma maneira. Os resultados foram apresentados como a

atividade de MPO (numero de neutréfilos/mg de tecido).

5.6. Quimiotaxia de neutrofilos in vitro

A verificacdo da possivel interagdo e estimulagdo direta da Dros com
neutrofilos foi feita utilizando-se um modelo de quimiotaxia em camara de Boyden.
Para tanto, neutréfilos humanos viaveis (90-95% de pureza) foram obtidos em
sangue venoso heparinizado colhido de individuos sadios. Os neutréfilos foram
isolados por fracionamento em gradiente de Histopaque (Sigma) e em seguida
foram suspensos em RPMI 1640 contendo 0,1% de albumina bovina sérica (BSA),
de modo a se obter uma suspensdo de 10° neutréfilos/mL. A migracéo foi avaliada
em microcamera de 48 pocos (Neuroprobe Inc. Cabin Jonh, MD). Os dois
compartimentos da microcamera foram separados por membrana de policarbonato
(5um Milipore Corp., Bedford, MA). Posteriormente a lectina (0,4; 7; 15 e 31
Hg/poco) em 28 uL de RPMI, foi adicionada nos pogos da parte inferior da camara e
50 uL da suspensdo de neutréfilos (10° cels/mL) nos pogo da parte superior desta.
A camara foi deixada em incubacao por 60 minutos em estufa de CO, e em
seguida, o filtro foi lavado cuidadosamente com PBS com a finalidade de se retirar
as células que nao migraram. Esse filtro foi fixado em metanol a 70% e corado com
a utilizacdo de um corante rapido HEMA 3. Os neutréfilos que migraram foram
quantificados por microscopia Optica usando-se objetiva de imersao (aumento de
100 X), a contagem foi feita em cinco campos aleatérios para cada po¢co de um total
de 6 pogos por grupo experimental segundo metodologia descrita por Boyden,
1962 . Em cada experimento, RPMI foi utilizado como controle negativo (migracao

randémica) e IL-8 (10 ng/mL) como controle positivo.

5.7. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M.. Para a determinacao
das diferencas estatisticas entre os grupos, os testes utilizados foram: Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni ou teste t ndo pareado. Para indicar
significancia estatistica foi fixado p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. No modelo de peritonite em ratos a lectina de Dioclea rostrata induz
migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de forma dose-e tempo-
dependente.

A administragao i.p. da lectina de sementes de Dioclea rostrata (Dros) induziu
migracao de neutréfilos, de forma significante, para a cavidade peritoneal na 42 hora
apoés sua injecao. (Fig. 4 A). A lectina apresentou efeito pro-inflamatério crescente
nas doses de 500 e 1000 pg/cavidade, promovendo um aumento na migracao de
neutrofilos de 314 e 470% respectivamente, quando comparado ao grupo controle
(Sal). A partir destes resultados a dose de 500 pg/cavidade foi adotada para os

demais experimentos.

Com o intuito de investigar o curso temporal da atividade pré-inflamatéria da
lectina, a migracao de neutrofilos foi avaliada 2, 4, 8, 24, 48, 72 e 96 horas apoés a
injecdo da Dros (Fig. 4 B). Pode-se observar que a lectina induziu um aumento
significativo do numero de neutréfilos no fluido peritoneal a partir da 22 hora sendo o
valor maximo observado na 242 hora, retornando aos niveis basais somente na 962

hora apds sua administracao.
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Figura 4. Lectina de Dros induz migracao de neutréfilos de forma dose- e
tempo dependente. Painel A: Os animais foram tratados i.p. com 1 mL de Dros
(125, 250, 500 e 1000 pg). Os animais controle (Sal) receberam o0 mesmo volume de
salina estéril i.p. e a migracao de neutrdfilos avaliada apds 4 horas. Painel B: Dros
(500 pg) foi injetada i.p. € a migracao de leucdcitos foi determinada 2, 4, 8, 24, 48,
72 e 96 horas apods. Valores expressos como meédia + E.P.M. de 6 animais. * p< 0,05
comparado ao grupo Sal. ANOVA - Bonferroni.

57



6.2. a-metil-D-manosideo inibe a atividade pro-inflamatoria da Dros

Este experimento foi realizado no sentido de abordar o envolvimento do
dominio lectinico na resposta inflamatéria induzida pela lectina utilizada. Desta forma
foi utilizada Dros (500 ug/cavidade) associada com 0,2 M de seu acucar ligante, a-
metil-D-manosideo. Na figura 5 constatou-se que a administracdo da lectina
associada com o acucar ligante provocou uma inibicdo da migracao de neutréfilos na
cavidade peritoneal de 47%, quando comparado ao grupo no qual a lectina foi
injetada sozinha.

6.3. Desnaturacdao térmica reverte o efeito pré-inflamatério da lectina de
Dioclea rostrata.

Para realizar uma investigacdo do papel da estrutura tridimensional da Dros
no seu efeito pro-inflamatorio foi realizado o tratamento térmico desta proteina a 100
€ por um periodo de 30 minutos antes de sua administragdo. Na figura 6 fica
evidenciado que a Dros (500ug/cavidade) desnaturada ndo induz migragdo de

neutrofilos, quando comparado a lectina nao integra.

6.4. Indometacina, Talidomida e Dexametasona inibem a migracao de
neutréfilos induzida pela Dros.

Para investigarmos os possiveis mediadores quimicos envolvidos na atividade
pro-inflamatéria da lectina realizamos o pré-tratamento dos animais com

bloqueadores farmacoldgicos de alguns mediadores.

Na tabela 2 fica evidenciado que a indometacina (5mg/Kg; s.c.), um inibidor
inespecifico das cicloxigenases 1 e 2 (COX 1 e COX2), talidomida (80 mg/Kg; s.c.)
um inibidor especifico de TNF-a e dexametasona (1 mg/Kg; s.c.) um glicocorticéide
com varias atuagdes antiinflamatérias, inibiram significativamente a migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida pela lectina. A inibicado pela
indometacina foi de 36%, talidomida 53% e dexametasona de 56%, comparado aos

animais que receberam somente lectina. Por outro lado, o tratamento dos animais
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com MK 886, um inibidor da lipoxigenase; PCA, inibidor do fator de agregacéao
plaquetaria; meclizina um anti-histaminico; pentoxifilina, inibidor inespecifico de TNF-
a; e celecoxibe, inibidor seletivo da COX-2, ndo produziram nenhum efeito inibitério
sobre a migracao de neutréfilos induzida pela lectina.
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Figura 5. Bloqueio do dominio lectinico da Dros com a-metil-D-manosideo
inibe o seu efeito pré-inflamatério na cavidade peritoneal. Dros (500ug) foi
administrada i.p., sozinha ou em associacdo com 0,2 M de seu agucar ligante, o
controle negativo recebeu salina estéril. Foi realizado um controle somente com o
acucar. A migracdo de neutrdfilos foi avaliada 4 horas apds e os resultados
expressos como a média + E.P.M. de 6 animais. * p<0,05 comparado ao grupo
salina. # p < 0,05 comparado ao grupo que recebeu apenas Dros.
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Figura 6. Desnaturacao térmica reverte o efeito pro-inflamatério da lectina de
Dros. A lectina, integra ou desnaturada pelo tratamento a 100 <C por 30 minutos, foi
administrada por via i.p. (500 pg). A migragdo de neutrdéfilos foi avaliada 4 horas
apdés a administracdo da lectina. Os resultados foram expressos como a média *
E.P.M. de 6 animais. * p < 0.05 comparado ao grupo tratado com salina (Sal), *p <
0.05 comparado ao grupo tratado com Dros ndo desnaturada. ANOVA- Bonferroni.
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Tratamento Dose Migracao de neutrofilos

Salina estéril 1 mL/cav; i.p. 1.219+1.8
Dros 500 pg/cav; i.p. 5.018 +5.9 ™

Dros + Meclizina 40 mg/Kg; s.c. 4214 £2.6
Dros + Celecoxibe 30 mg/Kg; s.c. 4.070 £ 4.6
Dros + PCA 10 mg/Kg; s.c. 4605+22
Dros + MK 886 1 mg/Kg; v.o. 4.876 +1.6
Dros + Pentoxifilina 100 mg/Kg; s.c. 4116 +2.3
Dros + Indometacina 10 mg/Kg; s.c. 3.195 £ 3.1*
Dros + Talidomida 200 mg/Kg; s.c. 2.353 +2.3%
Dros + Dexametasona 2 mg/Kg; s.c. 2.168 £ 2.4*

Tabela 2. Efeito de diferentes bloqueadores farmacoldgicos na migracao de
neutrofilos induzida por Dros na cavidade peritoneal. Pré-tratamento com
indometacina, talidomida, dexametasona, mas nado com meclizina, celecoxibe,
pentoxifilina, MK 886 e PCA inibiram a migracdo de neutrofilos induzida pela Dros.
Os resultados reportam a média + E.P.M. de 6 animais. * p < 0,05 comparado ao

grupo Dros, ** p < 0,05 comparado ao grupo salina. ANOVA - Bonferroni
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6.5. Mudancas da populacao de células peritoneais residentes alteram a
atividade pré-inflamatoéria da lectina de Dioclea rostrata.

O aumento do numero de macrofagos, mas nao a deplecado de mastocitos
modifica a atividade pré-inflamatéria da Dros, através dos seguintes resultados:

6.5.1. A migracao de neutréfilos induzida pela lectina de Dioclea rostrata foi

potenciada pelo aumento da populacao de macroéfagos residentes em ratos.

Através do tratamento com tioglicolato (3% i.p.) quatro dias antes da
administracdo da lectina, a populacdo de macrofagos da cavidade peritoneal foi
incrementada 303% em relagdo ao grupo controle (C), (figura 7A). Pode-se observar
na figura 7B que o incremento de macréfagos acarretou um aumento de 49% na
migracdo de neutrofilos induzida pela Dros (500 pg/cav.) quando comparado ao
grupo controle. Entretanto o efeito quimiotatico do fMLP (10 x 10 moles/cavidade)
nao foi alterado pelo aumento da populagdo de macréfagos.

6.5.2. A deplecao da populacao de mastocitos nao altera a migracao de
neutréfilos induzida pela lectina de Dioclea rostrata em ratos.

A deplecao de mastécitos residentes na cavidade peritoneal através do pré-
tratamento crénico dos animais com o composto 48/80 foi de 92% em relacdo ao
grupo controle (C) (figura 8A). Este procedimento ndo interferiu na migracdo de
neutréfilos induzida pela lectina, bem como do fMLP (10 x 10° moles/ cav.). Este
dado sugere que os mastécitos ndo estdo envolvidos na migracdo de neutrofilos

induzida pela Dros.
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Figura 7. O aumento da populacao de macréfagos na cavidade peritoneal
potencia a migracao de neutréfilos induzida pela lectina de Dros. Painel A:
nuamero de macrofagos do grupo controle (C) e dos animais tratados com tioglicolato
(Tg; 3% v/v; 10 mL i.p.). Painel B: migracdo de neutréfilos em animais tratados por
salina (Sal, 1 mL), Dros (500 pg), fMLP(10 x 10 moles), nas cavidades pré-tratadas
com Tg ( - ) ou ndo. A migracdo de neutrdéfilos foi avaliada 4 h apds a injecdo dos
estimulos. O resultados foram expressos como a media £ E.P.M. do numero de
mononucleares ou neutréfilos em 6 animais. ** p< 0.05 comparado a C; * p< 0.05
comparado a Sal. # p< 0.05 comparado ao grupo Dros nao tratado com tioglicolato.
ANOVA - Bonferroni.
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Figura 8. A deplecao de mastocitos da cavidade peritoneal nao altera a
migracao de neutréfilos induzida pela lectina de Dros. Painel A populacao de
mastocitos em ratos controles (C) e pré-tratados com composto 48/80. painel B:
migracao de neutrofilos induzida em animais tratados com: salina (Sal, 1 mL i.p.),
Dros (500 pg/cav.), nas cavidades tratadas ou nao com 48/80 ( - ). A migracao de
neutrofilos foi avaliada 4 h apds a injecdo dos estimulos. Os resultados foram
expressos como a média *E.P.M. de mastocitos e neutrdfilos de 6 animais. ** p<
0.05 comparado ao grupo C e * p< 0.05 comparado ao grupo Sal. ANOVA —

Bonferroni.
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6.6. Macrofagos estimulados com Dros in vitro, liberam sustancia quimiotatica
para neutréfilos.

Na figura 9 observa-se que a Dros foi capaz de estimular a cultura de
macrofagos de 12 horas a liberarem no seu sobrenadante uma substancia
quimiotatica para neutrofilos. As doses utilizadas foram de 62, 125, 250 e 500
ug/mL. Os sobrenadantes dos macrofagos estimulados com a Dros nas doses
citadas, quando injetados na cavidade peritoneal dos animais provocaram um
aumento de 114%, 146% e 170% respectivamente, no nimero de neutrofilos 4 horas
apds a administracdo. Os percentuais foram considerados em relacdo aos animais

administrados i.p. com o sobrenadante de macrofagos nao estimulados.

6.6.1. Lectina de Dioclea rostrata induz liberacao de TNF-a, IL-1 e IL-10.

Na figura 10 observa-se que os niveis de TNF-a estdo aumentados no grupo
tratado com a lectina em relacdo ao grupo controle. A IL-1 apresentou um aumento
de 416% e a IL-10 (citocina anti-inflamatéria) apresentou um aumento de 597% em
relacdo ao grupo controle.

6.7. No modelo de bolsa de ar subcutanea (“Air pouch”) a lectina de Dioclea
rostrata induz migracao de neutroéfilos

Observou-se o efeito quimiotatico para neutréfilos da lectina no modelo de
bolsa de ar subcutéanea, onde se reproduz uma cavidade artificial com predominio de
macréfagos residentes, na qual a lectina foi injetada. Conforme demonstrado na
figura 11, verificou-se que a lectina (500ug /bolsa) promoveu um aumento de

1.275% do numero de neutréfilos em relacao ao controle (Sal).
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Figura 9. O sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com a lectina
de Dros induz migracao de neutroéfilos. Macrofagos em cultura de 12 h foram
estimulados com Dros (125, 250 e 500 pg/mL) durante 60 minutos. O sobrenadante
liberado pelos macréfagos foi administrado i.p. em animais normais. A avaliacao da
migracao de neutrodfilos foi realizada apds 4 horas. Os animais controles receberam
apenas o sobrenadante de macréfagos ndo estimulados (RPMI). Os resultados
foram expressos como média + E.P.M. do numero de neutrdéfilos de 6 animais. * p <
0.05 comparado a RPMI. ANOVA- Bonferroni.
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Figura 10. Lectina de Dros aumenta os niveis de TNF-a, IL-1 e IL-10 no
sobrenadante da cultura de macrofagos. O sobrenadante liberado na cultura de
macréfagos estimulado pela Dros (500 pg/mL) foi administrado i.p. em animais
normais. Quatro horas ap6s a injecao foi recolhido o exsudato peritoneal e realizada
as dosagens das citocinas. Painel A: Niveis de TNF-a. Painel B: Niveis de IL-1.
Painel C: Niveis de IL-10. Os animais controle receberam somente RPMI. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. de 6 animais. * p<0.05 comparado

a controle. ANOVA — Teste t ndo pareado.
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Figura 11. A lectina de Dros induz migracao de neutréfilos no modelo de bolsa
de ar subcutanea. Dros (500 pg) ou Salina (1ml) foram administradas na bolsa de
ar formada durante 6 dias. A avaliacao de neutrofilos foi realizada 6 horas apés a
injecdo da lectina ou Salina (Sal). Os animais controle (Sal) receberam somente

salina estéril (1mL/bolsa). * p<0.05 comparado a Sal. ANOVA — Teste t ndo pareado.

6.8. Lectina de Dioclea rostrata induz efeito edematogénico

Avaliou-se o efeito da lectina Dioclea rostrata no modelo de edema de pata
em ratos. A figura 12 mostra que a Dros administrada por via subcutanea

intraplantar nas patas direitas dos animais produziu edema crescente.
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A Lectina mostrou-se eficiente em todas as doses administradas (125, 250,
500 e 1000 pg/pata) produzindo um aumento de até 1900% do volume de liquidos

deslocados pelas patas.

Na investigacao do curso temporal de edema induzido pela Dros (fig. 13 A) foi
observado um pico inicial aos 30 minutos apds a administragdo da lectina e um pico
maximo na 42 hora, seguidos de um decréscimo. Apds 48 horas de avaliagdo o

edema decresceu, retornando aos valores basais.

6.8.1. O edema de pata induzido pela lectina de Dioclea rostrata, apresenta
infiltracao de neutréfilos

A figura 13 mostra que a administracdo da Dros na dose de 500 pg/pata foi
capaz de causar um aumento significante de 827% no numero neutréfilos nas patas
dos animais, quantificados 4 horas apés a inducao do edema, através da medida da

mieloperoxidase, quando comparada aos animais que receberam somente salina.
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Figura 12. Lectina de Dros induz edema de pata. Painel A: Salina estéril (0,1mL)
ou Dros nas doses de 125, 250, 500 e 1000 ug/pata, foi injetada nas patas direitas
dos animais, por via s.c. intraplantar. O edema foi medido 2, 1, 2, 3, 4, 8, 24 e 48
horas apos a inje¢éo da lectina, sendo expresso em mL. Painel B: area sob a curva
da variacdo de volume de cada animal, foi calculado pelo método trapézio
(LANDUCCI, et al., 1995). Cada barra representa a média + E.P.M. de 6 animais. *
p< 0.05 comparado ao grupo de animais que receberam somente salina (Sal); * p<
0.05 comparado ao grupo que recebeu a dose de 125 e 250 pg/pata. - ANOVA-

Bonferroni.
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Figura 13. Lectina de Dros aumenta a atividade da MPO na pata dos animais.

O edema foi induzido nas patas dos animais através da injecao subplantar da Dros

(500 pg/pata). O material analisado foi retirado na 42 hora e armazenado para

posterior dosagem de MPQO. Os animais controle (Sal) receberam somente salina
estéril. * p<0.05 comparado a Sal. ANOVA — Teste t ndo pareado.
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6.5. Lectina de Dioclea rostrata induz quimiotaxia de neutréfilos in vitro de
forma dose-dependente.

Através dos dados apresentados na figura 14 observa-se que a Dros (15, 31,
e 500 pg/pogo), quando incubada com neutréfilos humanos em microcamara de 48
pocos induz quimiotaxia destas células de forma dose-dependente. A IL-8 foi

utilizada como controle positivo do experimento.
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Figura 14. Lectina Dros induz quimiotaxia de neutréfilos in vitro. Dros (0,4; 7;
15; 31 pg/poco), foi utilizada como agente quimiotatico em microcamaras de 48
pocos. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. do nimero de
neutrofilos por campo de um total de cinco campos por pogo (6 pogcos por grupo).
RPMI e IL-8 foram utilizados, respectivamente, como controles negativo e positivo.

*p< 0,05 comparado ao grupo RPMI. ANOVA - Bonferroni
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7. DISCUSSAO

O potencial natural encontrado nos paises latino-americanos principalmente
no Brasil, aliado a diversidade de compostos bioativos encontrados, especialmente
nas plantas superiores, tém atraido a atengdo da comunidade cientifica e das
industrias farmacéuticas (CALIXTO et al., 2005).

A lectina de Dioclea rostrata (Dros) foi capaz de induzir a migracao de
neutrofilos e mononucleares para a cavidade peritoneal de ratos, de forma dose e
tempo-dependente. O padrao celular na cavidade peritoneal ap6s a administracao
da lectina, foi caracteristico de um processo inflamatério agudo, com um influxo de
neutréfilos nas primeiras horas e valores maximos na 242 hora, retornando aos
niveis basais na 962 hora. O curso temporal da migracao de mononucleares ocorreu
inversamente aquele verificado para neutréfilos, ao tempo em que os neutréfilos
apresentavam declinio, os mononucleares aumentavam. Estes dados conferem com
outras lectinas como a lectina de Vatairea macrocarpa (lectina de leguminosa que
apresentou efeitos inflamatérios) com mesmo comportamento diferenciando-se

apenas da concentracao utilizada.

Os efeitos da lectina do presente estudo parecem ser dependentes do sitio de
reconhecimento de carboidratos, uma vez que a pré-incubagdo da Dros com o seu
monossacarideo ligante especifico (a-metil-D-manosideo), preveniu em 47% o efeito
no modelo de peritonite. O tratamento dos animais com a lectina, associada a seu
carboidrato ligante reverteu os estimuladores apresentados pela na migracdo de
neutréfilos induzida pela Dros, apontando envolvimento de carboidratos na atividade
bioldgica demonstrada por esta lectina. Destaca-se que a-metil-D-manosideo,
quando administrado i.p. ndo desencadeia nenhum efeito sobre a migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal. Sendo assim ficou evidente que o efeito
estimulador sobre a migracao destas células deve ocorrer através da interacéo entre
os dominios lectinicos presentes na Dros com receptores glicideos localizados na

membrana das células inflamatérias.

De posse de todos estes achados, investigou-se a importancia da estrutura
tridimensional da proteina para a fungéo bioldgica, para tanto foi alterada a estrutura
da lectina através de desnaturacéo, realizada com aquecimento. Observou-se que a
desnaturacao da proteina bloqueou o efeito na migragao de neutréfilos no modelo de
peritonite. Esses achados estdo de acordo com a literatura, onde ja foi demonstrado
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que a estrutura tridimensional destas proteinas é de grande importancia para o
exercicio de suas funcdes proé-inflamatérias (ALENCAR, et al.; 1999))

Para melhor investigagdo do mecanismo de agcao da Dros foi realizada uma
modulacao farmacoldgica da migracao de neutréfilos induzida pela lectina para a
cavidade peritoneal. Dentre as drogas utilizadas a indometacina, dexametasona, e
talidomida, foram as que inibiram a migracao de neutréfilos induzida pelo Dros.

A indometacina é um inibidor nao especifico da atividade de ambas isoformas
da cicloxigenase (COX-1 e COX-2), enzima responsavel pela metabolizacdo do
acido araquidénico com consequente producao de protaglandinas (KANKURI et al.,
2001). Além desta acgéo, ela inibe a mobilidade dos leucocitos polimorfonucleares e
a proliferacdo de células endoteliais, um aspecto relevante para sua acao
antiangiogénica (PARK et al., 2000). Considerando-se que o efeito pro-inflamatorio
da Dros nao foi afetado pelo tratamento com o celecoxibe (inibidor especifico de
COX2) e sim com a indometacina, podemos assim referir que somente a COX1 esta

envolvida neste processo.

A dexametasona é descrita como um glicocorticéide sintético com varias
atuacoes antiinflamatérias e imunossupressoras, dentre elas, destaca-se a inibicao
da expressdo de moléculas de adesdo e de varias enzimas lisossomais que
produzem mediadores que participam do processo inflamatério, como a fosfolipase
A, cicloxigenase-2 induzida e oxido nitrico sintase induzida, além de inibir a sintese,
liberacao e acao de varias citocinas pré-inflamatérias (KIM et al., 2003)

A talidomida atua sobre a producdo de TNF-a através do aumento da
degradacdao de seu RNA mensageiro, sem afetar a producdo de outras citocinas
(MOREIRA et al., 1993). Os resultados obtidos pelo tratamento com dexametasona
e talidomida sobre a migracdo de neutrofilos induzida pela Dros, levam a
consideracdo do envolvimento de citocinas, incluindo TNF- a, na atividade pré-
inflamatéria da lectina. Por outro lado, o envolvimento de lipoxigenases, PAF e
histamina, pode ser descartado considerando-se que o tratamento dos animais com
as drogas inibidoras da liberagéo destes mediadores, foi ineficiente em inibir o efeito
pro-inflamatério da Dros.

Com o intuito de observamos a participacdo de células residentes,

principalmente macrofagos e mastocitos na atividade inflamatéria induzida pela
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lectina, foram feitas modificagdes na populacdo destas células na cavidade
peritoneal, através de metodologias ja estabelecidas pela literatura cientifica.

Quando a populacdo de macréfagos da cavidade peritoneal foi potenciada
pelo tratamento dos animais com tioglicolato, observou-se um aumento significativo
da resposta inflamatéria induzida pela Dros. O envolvimento da participacdo de
macréfagos na migracao de neutréfilos induzida pela lectina também se confirmou
no modelo de bolsa de ar subcutdnea, onde segundo a literatura, se obtém uma
cavidade criada artificialmente com uma populacao celular formada exclusivamente
por fibroblastos e células do tipo macréfagos (RIBEIRO et al., 1991). Neste modelo,
a Dros promoveu uma migracao de neutréfilos de forma muito mais intensa do que

aquela demonstrada no modelo de peritonite.

A fungcao dos macrofagos se baseia principalmente na fagocitose. Em areas
de inflamacao, os macréfagos ingerem restos teciduais e células mortas. Estas
células respondem tipicamente aos microrganismos quase tdo rapidamente quanto
os neutrofilos, mas persistem por muito mais tempo no local da inflamagao (ROBINS
et al. 2004).

Mastocitos se distribuem amplamente nos tecidos conjuntivos e participam
das reacbes inflamatérias agudas e persistentes. Reconhecem antigenos
especificos, e liberam mediadores a partir de seus granulos, como a histamina e
produtos da oxidacdo de AA, LTB4s que apresentam atividade quimiotatica para
neutrofilos (ROBINS et al.; 2004).

Com o intuito de investigar o papel de mastécitos na resposta inflamatéria da
Dros, o numero destas células foi reduzido em 92% pela utilizacdo da droga, o
composto 48/80 (OHTA et al., 2003). Quando a lectina foi injetada i.p., a reducao de
mastocitos ndo afetou a migracdo de neutréfilos induzida pela Dros. A partir deste
resultado, ficou evidente que diferente dos macréfagos, os mastocitos nao estdo
envolvidos no recrutamento de neutréfilos induzido pela Dros e que pelo menos

parte da resposta inflamatéria induzida pela Dros é dependente de macréfagos.

Em posse dos resultados obtidos até este momento do trabalho, pode-se
especular o importante papel de macréfagos e de citocinas na resposta inflamatéria
induzida pela Dros. Entdo, a demonstracdo de que a Dros, quando incubada com

cultura de macréfagos, foi capaz de induzir a liberacao de fatores quimiotaticos por
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estas células, confirmou a hipétese levantada anteriormente de que o efeito ativador
da migracdo de neutréfilos induzida pela Dros é dependente da interacdo desta
lectina com macrofagos, provavelmente através da ligagdo com receptores de
membrana elicitando assim a liberacao/sintese de fatores quimiotaticos como as

citocinas.

Macrofagos séo células habeis em liberar diversas citocinas pro-inflamatérias
entre elas IL-1, TNF-a, e IL-8. O TNF-a & uma potente citocina pro-inflamatéria,
rapidamente produzida em grandes quantidades em resposta a estimulos
inflamatorios e considerada uma citocina inflamatéria primaria, devido seu papel de
iniciar a cascata de ativacdo de outras citocinas. A citocina inflamatéria IL-1 é
produzida e secretada sobre condicoes patolégicas associadas a neuropatias,
crescimento tumoral e doencas inflamatérias crénicas como artrite reumatoide
(SOMMER et al., 2004).

E sabido na literatura que citocinas como a IL-10 sdo liberadas tardiamente
no processo inflamatério produzidas em determinadas magnitudes em resposta ao
agente agressor, limitando as conseqiéncias deletérias causadas da acao
prolongada de citocinas pré-inflamatérias (VERRI et al., 2006, ASSREUY 2002,
2003). A secrecao acontece somente ap0s a secrecao de citocinas proé-inflamatorias
e assim age como um freio regulador da inflamacdo. Neste estudo procurou
considerar o efeito da Dros na sintese/liberacao de citocinas, pré-inflamatérias como
TNF-a e [JIL-1, e se a resposta inflamatéria induzida pela Dros poderia esta sendo
controlada através de um “feedback” negativo via liberacdo de citocinas anti-
inflamatérias como a 1I-10. Os elevados niveis de TNF-a, [1IL-1 e II-10 no exsudato
peritoneal de animais tratados com Dros confirmou a hipétese de que a Dros quando
administrada i.p. provoca a liberagcdo de uma cascata de citocinas, provavelmente
iniciada pela liberacao de citocinas pré-inflamatoria, sendo esta resposta regulada
pouco tempo depois pela liberacao de citocinas inibitérias.

Apesar de grandes avancos terem ocorrido para a compreensdo dos
mediadores enddgenos e seus papéis na resposta inflamatéria, um longo caminho
ainda deve ser percorrido para que se entendam os complexos mecanismos
fisiopatoldgicos dessa resposta. Esta claro, na literatura, que mediadores como TNF-
a e IL-1 tem papéis fundamentais na inflamagcdo, e que os mediadores

antiinflamatérios estao presentes, concomitantemente, modulando os efeitos e a
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liberagdo dos mediadores inflamatorios. A relagdo desses mediadores é fundamental
para a evolucao ou resolucao do processo, porém o fator determinante para uma
direcdo, ou para outra, ndo esta claro ainda hoje. Deste modo, as citocinas estédo
sendo cada vez mais utilizadas em situagdes clinicas e em modelos animais para
estimular ou inibir inflamacao, imunidade e hematopoese. A partir destes resultados
sugere-se que a lectina de Dioclea rostrata seja estuda de forma mais intensa para
que seja usada como um marcador no estudo das citocinas e provavelmente seja

utilizada desenvolvendo um papel regulador destas citoninas.

A atividade pro-inflamatéria da Dros também foi confirmada no modelo de
edema de pata, a lectina em questao apresentou atividade edematogénica de forma
dose- e tempo-dependentes. Ja foi demonstrado que o edema de pata induzido por
carragenina envolve uma complexa liberacdo, tempo-dependente de mediadores
inflamatérios (AL-SWAYEH et al., 2000). A resposta inflamatéria na fase inicial é
devida principalmente a liberagdo de aminas biogénicas como histamina, bradicinina
e serotonina, o éxido nitrico (NO) também é encontrado nesta fase, sendo formado
pela isoforma neuronal da enzima NO sintase (nNOS). E na fase tardia, a resposta
inflamatéria é devida a formacao de prostandides proé-inflamatérios e NO na sua
isoforma induzida (iINOS) (AL-SWAYEH et al., 2000). Neste trabalho observou-se
que o tratamento com a lectina induziu um intenso edema que pode ser atribuido ao
extravasamento de proteinas plasmaticas, baseado na atividade da enzima

mieloperoxidase.

A mieloperoxidase, quando espressa, participa da indu¢cdao do metabolismo
respiratério, evento este importante na fagocitose de microorganismos invasores,
como por exemplo: bactérias, virus e fungos (KLEBANOFF, 1999), bem como
células tumorais (WINTERBOURN et al.; 2000). Estes resultados indicam que um
dos mecanismos de acao pro-inflamatéria da Dros deve-se a infiltracdo de
neutréfilos no local da injecdo subplantar da Dros. Durante a ativagdo dos neutrofilos
esta enzima é liberada dos fagossomos para o espacgo extracelular, onde ira reagir
com o peroxido de hidrogénio (H202), que é derivado do metabolismo respiratério
dos neutréfilos, catalisando entdo a formacdo de potentes agentes microbicidas
como acido hipocloroso (HOCI) e outras espécies oxidativas (WINTERBOURN; et
al.; 2000).
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Fatores quimiotaticos podem ser produzidos por uma ampla variedade de
células, incluindo células endoteliais e epiteliais, macréfagos, monécitos linfécitos e
plaquetas, os proprios neutrofilos e células parenquimais (VICENTE-MANZANARES,
2004) Em aprofundamento ao estudo do mecanismo de agao da Dros na inflamacéao,
através do modelo de quimiotaxia in vitro, podemos demonstrar que esta proteina
também foi capaz de promover migracado de neutrofilos interagindo diretamente com

esta célula.

Tendo em vista as diversas atividades provocadas por diferentes lectinas em
diferentes tipos de células, e a importancia da descoberta de novos e eficientes
agentes, é de crucial importancia tentar estabelecer os mecanismos envolvidos nas
acoes de lectinas junto ao sistema imune. Através dos resultados obtidos, é possivel
sugerir que a lectina Dros pode ser utilizada como possivel ferramenta nao somente
em estudos de esclarecimento das vias da resposta inflamatéria, 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 acao bem como seus mediadores envolvidos.
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8. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

1. A lectina de sementes de Dioclea rostrata apresenta atividade pro-inflamatéria

em diferentes modelos experimentais;

2. A atividade pro-inflamatéria da Dros parece ser mediada via interacao do

dominio lectinico com receptores celulares envolvidos na resposta

inflamatéria;

3. A manutengé&o da estrutura terciaria da Dros é fundamental para sua atividade
biolégica;

4, A migracao de neutréfilos para cavidade peritoneal induzida pela Dros ocorre

através de um mecanismo indireto, dependente da liberacdo de citocinas

como TNF-a e IL-1, por macréfagos;

5. Na resposta inflamatéria induzida pela lectina, parece estar envolvida a
ativacao de uma cascata de citocinas pro-inflamatorias, que pode estar sendo
controlada pela liberagao de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10;

6. O efeito edematogénico da lectina ocorre com infiltragdo de neutrofilos;

7. A Dros é um agente quimotatico direto e indireto.
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