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RESUMO

DMTI-II ¢ um inibidor de serinoproteinase do tipo Kunitz, isolado a partir das
sementes de Dimorphandra mollis, uma arvore da familia Leguminosae-Mimosoidea, com
ampla distribuicao nas regides do cerrado brasileiro e popularmente conhecida por causar
toxicidade em gados. Dados preliminares do nosso laboratério mostraram que DMTI-II
causa um marcante influxo de eosinéfilos ap6s 4 horas de injecdo, na cavidade peritoneal
de ratos, um tempo no qual este tipo celular ndo ¢ comumente observado com agentes
inflamatdrios classicos. No sentido de ampliar nossos conhecimentos sobre o recrutamento
eosinofilico em resposta ao DMTI-II, passamos a usar um modelo experimental no qual
esta célula exerce papel fundamental, que ¢ o de sensibilizacdo e desafio com ovalbumina
(OVA). O objetivo deste estudo € investigar os efeitos da exposi¢do das vias areas ao
DMTI-II sobre o recrutamento de leucdcitos para o pulmao de ratos sensibilizados e
desafiados com OVA. Ratos Wistar foram sensibilizados através de injecdo subcutinea de
OVA. Quatorze dias apds, os ratos sensibilizados foram submetidos a instilagdes
intranasais de DMTI-II (10 pg) ou PBS estéril (grupo controle). Apos 2, 4 e 16 h de
exposi¢ao ao DMTI-II, os animais foram desafiados com OVA. O lavado broncoalveolar
(LBA), o sangue e a medula 6ssea foram coletados 24 horas apos o desafio antigénico com
OVA. Em grupo separado, os animais foram expostos ao DMTI-II 4 h apos o desafio com
OVA. De acordo com os resultados, a pré-exposi¢ao ao DMTI-II nos tempos de 4 ¢ 16 h
aumentou significativamente o recrutamento de eosinofilos no LBA de ratos desafiados
com OVA. A pré-exposicdo de 2 e 4 h ao DMTI-II também promoveu aumento

significativo do nimero de neutrofilos no LBA de ratos desafiados com OVA; entretanto, o
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nimero de células mononucleares ndo foi significativamente alterado. No sangue, a pré-
exposi¢cdo de 2 e 4 h ao DMTI-II aumentou significativamente o nimero de eosindfilos em
ratos desafiados com OVA. Na medula dssea, a pré-exposi¢cdo de 4 ¢ 16 h ao DMTI-II,
isoladamente, aumentou de forma significativa o nimero de eosindfilos, sendo esse
aumento potencializado em ratos desafiados com OVA no tempo de 4 h. A pds-exposicao
ao DMTI-II aumentou o nimero de eosindfilos e neutrofilos no LBA e no sangue de ratos
desafiados com OVA. Além disso, o nimero de eosindfilos foi superior quando comparado
ao protocolo de pré-exposicao. Por outro lado, a pos-exposicdo ao DMTI-II nao afetou o
numero de eosin6filos na medula 6ssea de animais desafiados com OVA. No LBA ou soro
de ratos desafiados com OV A, notamos uma elevagao significativa nos niveis de IgE, IL-4,
eotaxina ¢ LTB4. Porém, a exposi¢do ao DMTI-II elevou somente os niveis de IL-4 nos
animais desafiados com OVA. A pré- e pos-exposicao das vias aéreas ao DMTI-II exacerba
a inflamac¢ao pulmonar alérgica, com aumento do influxo de células polimorfonucleares. A
capacidade do DMTI-II em recrutar eosinofilos esta associada, provavelmente as

propriedades alérgicas dos inibidores de proteinases do tipo Kunitz.
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ABSTRACT

DMTI-II is a Kunitz-type serine proteinase inhibitor isolated from the seeds of
Dimorphandra mollis, a widespread Leguminosae-Mimosoidea tree found in the savannah-
like ecosystem, popularly known in Brazil to be toxic to cattle. Preliminary date in our
laboratory showed that DMTI-II causes a marked eosinophil influx into the rat peritoneal
cavity as early as 4 h after injection, a time by which no such cells are usually seen with
classical inflammatory agents. In order to further explore our understanding about the
eosinophil recruitment in response to DMTI-II we have moved to an experimental model
where this cell type exhibits a central role, that is, the sensitization and challenge of rats
with ovalbumin (OVA). Therefore, this study aimed to investigate the OVA-induced
pulmonary cell recruitment in OV A-sensitized rats exposed to DMTI-II. Male Wistar rats
were sensitized by subcutaneous injection of OVA. Fourteen day later, sensitized rats were
submitted to intranasal instillations of DMTI-II (10 pg) or sterile PBS buffer (control
group). At 2, 4 and 16 h after DMTI-II exposure, animals were challenged with OVA (or
instilled with PBS). Bronchoalveolar lavage (BAL) fluid, bone marrow and blood were
obtained at 24 h after OVA challenge. In a separate group of animals, rats were exposed to
DMTI-II at 4 h after OVA challenge. Pre-exposure to DMTI-II 4 and 16 h prior to OVA-
challenged markedly enhanced the eosinophil counts in BAL fluid in OVA-challenged rats.
Pre-exposure to DMTI-II at 2 and 4 h prior to OVA-challenged markedly enhanced the
neutrophil counts in BAL fluid in OVA-challenged rats, whereas mononuclear cell counts
remained unchanged. Pre-exposure to DMTI-II at 2 and 4 h prior to OVA-challenged
markedly enhanced the eosinophil counts in circulating blood in OV A-challenged rats. In

bone marrow, pre-exposure to DMTI-II alone, 4 and 16 h prior OVA-challenged,
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significantly increased the number of eosinophils, and that was further increased in OVA-
challenged rats 4 h prior to OVA-challenged. Similarly to the pre-exposure protocols, post-
exposure to DMTI-II elevated the eosinophil e neutrophil counts in BAL fluid and blood
when compared with control group. In bone marrow, post-exposure to DMTI-II did not
affect the number of eosinophils. In OV A-challenged rats, the levels of IgE in serum and of
IL-4, eotaxin and LTB4 in BAL fluid were significantly higher compared with non-
challenged animals. Pre-exposure to DMTI-II alone elevated the IL-4 levels, and further
elevated this cytokine levels in OV A-challenged rats. The increased IgE, eotaxin and LTB4
seen in OVA-challenged rats remained unchanged in animals pre-exposed to DMTI-II. In
conclusion, the airways exposure to DMTI-II exacerbate the allergic pulmonary
polymorphonuclear cell influx. This capacity of DMTI-II to recruit eosinophils is likely to

reflect the allergen properties of proteinase inhibitors belonging to the Kunitz family.

XXVI



1. INTRODUCAO

24



1. Introducgao

1.1. Inibidores de proteinases: Distribuicio, Caracteristicas e Aplicacoes

Os inibidores de natureza protéica sao capazes de produzir complexos estequiométricos
com enzimas e assim, inibir competitivamente as atividades cataliticas destas (1-3).
Constituem uma das muitas familias de macromoléculas que realizam com éxito as mais
variadas fungdes biologicas. Os estudos mostram que o complexo inibidor-enzima ¢ um
excelente modelo para se investigar os principios bioquimicos e biofisicos fundamentais da
interagdo proteina-proteina (4).

Os inibidores de proteinases encontram-se amplamente distribuidos em animais,
microorganismos e também em plantas (1,3), onde sao efetivos para quase todos os tipos de
enzimas proteoliticas (5). Em plantas, os inibidores concentram-se principalmente nos
orgaos reprodutivos e de reserva, tais como sementes e tubérculos (6). Entretanto, ja foram
detectados e isolados em folhas, frutos, raizes e vagens (7,8). As espécies vegetais
pertencentes as angiospermas dicotiledoneas sdo as que mais apresentam estas
macromoléculas, merecendo destaque as familias Leguminosae e Solanaceae. J4 entre as
monocotiledoneas, os inibidores estdo mais amplamente distribuidos na familia Gramineae
(6). Apesar desta ocorréncia generalizada, a quantidade de inibidores ¢ extremamente
variavel, mesmo entre espécies do mesmo género, e até mesmo entre variedades de uma
mesma espécie (9).

Quanto as caracteristicas gerais, sdo moléculas de baixa massa molecular, sendo a
diferenciacdo dada pela especificidade e mecanismo de acdo. A massa molecular dessas

moléculas varia entre 6 e 50 kDa e, mais frequentemente, entre 8 e 25 kDa (1). Os
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inibidores de proteinases sdo considerados moléculas estaveis, podendo apresentar
resisténcia ao calor, as variacdes de temperatura e de pH e a protedlise por proteinases
diferentes daquelas ndo inibidas. Esta estabilidade tem sido atribuida, em parte, as pontes
dissulfeto e outras interacdes ndo-covalentes que contribuem significativamente para a
estabilidade dos mesmos (10).

Em 1980, Laskowski e Kato (11) classificaram os inibidores de proteinases em
varias familias, baseando-se na homologia da estrutura primaria entre seus membros, massa
molecular, conteudo e localizacdo das cisteinas, posi¢ao do sitio reativo e especificidade
inibitoria. Entretanto, essa classificagdo ndo ¢ restrita aos inibidores de proteinases
serinicas, pois algumas destas familias incluem proteinas que sdo inibidoras de outras
classes de enzimas (por exemplo, a a-amilase) ou ndo apresentam atividade inibitdria,
apesar de estarem estruturalmente relacionadas com inibidores conhecidos (1). A maior
parte dos inibidores de proteinases encontrados em plantas ¢ especifica para as
endopeptidases serinicas. Poucos inibidores atuam na inibi¢do de outras proteinases (6).
Entre as familias presentes em plantas destacam-se a Kunitz, Bowman-Birk, Batata I,
Batata II, Abobora, Superfamilia Cereal, Ragi 1-2, Taumatina e PR-proteinas (1).

Quanto a aplicabilidade destas moléculas em plantas, acredita-se que os inibidores
de proteinases atuem como proteinas de reserva (2,12) ou estdo envolvidos no mecanismo
de defesa vegetal contra pestes e doencgas causadas por patdégenos (13-15). Isto vem
despertando grande interesse da comunidade cientifica na area de biotecnologia vegetal,
visando a melhoria de espécies vegetais economicamente importantes cujas culturas sao

ameagadas por fungos e bactérias fitopatogénicas e principalmente insetos.
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1.2. Inibidores de serinoproteinases no processo inflamatorio

A regulagdo de enzimas proteoliticas em tecidos por inibidores enddégenos € um pré-
requisito para a manutengdo da homeostase. Fermi e Pernossi apud Janciauskiene (16), em
1894, reconheceram a atividade inibitoria de proteinases do plasma humano. Shultze apud
Janciauskiene (16) isolou, em 1955, o principal inibidor responsavel pela atividade
antiproteolitica, denominado a;-antitripsina (AAT) devido a sua habilidade em inibir a
tripsina. Através de técnicas eletroforéticas, Laurell e Eriksson, em 1963 (17)
demonstraram a auséncia da fragdo AAT no soro de pacientes e a relagdo desta com uma
doenga cronica degenerativa do pulmao. Desde entdo, tem sido mostrado que o controle de
vias metabdlicas estd relacionado com a presenga de interagcdes proteinase-inibidor, que
estdo envolvidas na digestao protéica e em outros processos fisioldgicos como a coagulacao
sanguinea, fibrindlise, ativacdo do sistema complemento, entre outros. Essas interagdes
também foram estudadas na manuten¢do da pressdo sanguinea € em patologias como
infec¢do, inflamagao e cancer (18-21).

A literatura relata inibidores vegetais de serinoproteinases extraidos das sementes de
milho (22), abdbora (23) e das leguminosas Torresea cearensis (24), Bauhinia pentandra
(18), Enterolobium contortisiliquum (25) e Bauhinia ungulata (26), que sdo capazes de
inibir o fator XlIla, enquanto o fator Xa ¢ inativado apenas pelo inibidor de B. ungulata,
com alta afinidade (27).

Inibidores presentes nas sementes de Bauhinia rufa, B. ungulata, B. pentandra, E.
contortisiliguum, Delonix regia ¢ Dimorphandra mollis também s3o capazes de inibir a
calicreina plasmatica (18,25,28-30). O inibidor de D. mollis, DMTI-II, também ¢ capaz de
inibir a plasmina (29).
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Em 2000, Oliva e colaboradores (20) mostraram que o inibidor de serinoproteinase
presente em sementes de Leucaena leucocephala, o LITI, apresentava efeito
antiinflamatorio no edema de pata de rato induzido por carragenina. Os autores sugeriram
que o efeito antiinflamatorio in vivo de LITI era devido a sua interferéncia no sistema
calicreina-cinina. Assim, os inibidores vegetais permitem aplica¢des uteis em laboratorio
devido a sua multiplicidade de fung¢des biologicas. O seu isolamento e caracterizagao
podem abrir novas perspectivas de trabalho para uma melhor compreensdo e controle de

processos patologicos.

1.3. Alergias alimentares a vegetais

A alergia alimentar ¢ caracteristicamente uma das primeiras manifestacdes da
sindrome atdpica e, frequentemente, afeta criancas jovens. Os processos alérgicos mais
importantes nos primeiros anos de vida sdo a alergia ao leite da vaca e aos ovos de galinha.
Na maioria dos casos, essas manifestagdes desaparecem durante a infancia e sao
substituidas por outras manifestagdes da sindrome atdpica (31). As alergias provocadas por
alimentos vegetais sdo principalmente observadas em adultos, sendo, provavelmente,
consequéncia de uma prévia sensibilizagdo alérgica. A reatividade cruzada com a
imunoglobulina E (IgE) apds a sensibiliza¢do inalatoria € o principal mecanismo da
inducdo da alergia nessas doencas (31).

A analise protéica em plantas apresenta um longo histérico, com trabalhos que
datam de 250 anos. Muitos dos trabalhos focaram no contetido protéico encontrado nas

sementes, uma vez que este ¢ importante na nutrigdo animal e no processamento de

alimentos (32).
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Estudos anteriores classificaram as proteinas encontradas em plantas de acordo com
a sua solubilidade (‘fragcdes de Osborne’) ou funcdo. Mais recentemente, as familias tém
sido definidas com base em sua estrutura ¢ relagoes evolucionarias (32). Muitas dessas
proteinas encontradas nas plantas apresentam propriedade alergénica. A classificagdo de
alérgenos em grupos de acordo com a similaridade estrutural entre os seus componentes
pode ajudar na previsdo das reatividades cruzadas e, dessa forma, auxiliar no fornecimento
de informagdes sobre a alergia alimentar aos pacientes (31,32).

Entre os alérgenos protéicos encontrados em plantas, destacam-se os inibidores de
proteinases do tipo Kunitz, as proteinas relacionadas a patogenicidade (PR), a superfamilia
das cupinas e das prolaminas, as cisteinoproteinases do tipo papaina, as profilinas e as

peroxidases e lectinas (3,31).

1.4. Os inibidores isolados de sementes de Dimorphandra mollis

Dimorphandra mollis, também conhecida pelos nomes de Faveiro-Doce e Falso-
Barbatimao, ¢ uma espécie pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae,
com ampla distribuicdo, ocorrendo em regides do cerrado nos estados de MT, MS, MG,
GO, podendo ainda ser encontrada no interior do estado de Sao Paulo.

A arvore pode atingir alturas entre 8 e 14 metros. Apresenta folhas compostas
pinadas e sua madeira ¢ moderadamente pesada, possuindo uma consideravel resisténcia a
organismos xil6fagos. Sua florescéncia, normalmente, inicia-se em outubro e prolonga-se
até janeiro, aproximadamente, sendo que a maturacao dos frutos se da entre os meses de

agosto e setembro (33).
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As sementes sdo compridas, com uma coloragdo marrom claro. Estdo contidas em
vagens, que sdo expostas ao sol para facilitar seu posterior beneficiamento; 1 Kg contém
aproximadamente 3700 sementes (33).

Os inibidores isolados das sementes de Dimorphandra mollis (Leguminosae-
Mimosoideae), DMTI (inibidor de tripsina da Dimorphandra mollis) e DMTI-II (inibidor
de tripsina da Dimorphandra mollis-11), foram purificados e caracterizados como
pertencentes a familia Kunitz (29,34). DMTI apresenta uma massa molecular de 20 kDa. E
constituido por uma tunica cadeia polipeptidica e inibe a tripsina bovina na razao molar de
1:1, apresentando uma constante de inibi¢do (Ki) de 5,3 x 10" M, o que denota uma alta
afinidade entre a enzima e o inibidor (34). DMTI-II apresenta uma massa molecular de 23
kDa, cadeia polipeptidica unica e Ki de 1,7 x 1010 M, que também indica uma alta
afinidade entre a enzima e o inibidor. A tripsina também ¢ inibida na razao molar 1:1 (29).
Ambos apresentam atividade inibitoria estdvel quando submetidos a diferentes condigdes
de temperatura, pH e concentragdes crescentes de agentes redutores, tais como o DTT, o
cloreto de guanidina e a uréia (29,34,35).

A sequéncia N-terminal de DMTI-II foi pesquisada quanto a sua homologia com
outros inibidores de sequéncias conhecidas. De acordo com Mello (29), a pesquisa no
banco de dados de proteinas com sequéncias j& determinadas mostrou homologia da
proteina DMTI-II com os inibidores de Kunitz: 50% com DMTI, 61% com o inibidor de
tripsina de G. max, 57% com o inibidor de G. max (precursor) e 75% com o inibidor de

tripsina de Kunitz (precursor) (veja Tabela 1 ).
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Tabela 1 — Sequéncia N-terminal do DMTI-II (29)

Posicao Identidade
Inibidor | Inicial Sequéncia (%)
DMTI-II 1 L' vYyD S DGV FPLRNG GG
DMTI 2 V.- DT EGNG I RNGG 50
STI 3 V.. D NE GNP L ENGSG 61
KTI 27 V.. D T E G N P I R N G G 57
PKIX 48 V- D Q D GH P L R I G 75

DMTI: Inibidor de tripsina (Kunitz) (Dimorphandra mollis) — Macedo et al. (2000)
STI: inibidor de tripsina de Glycine max — pdb [1 1BA7 [1 IBA7-A

KTT: inibidor de tripsina de Glycine max (precursor) — sptrmbll [1Q39869 1 Q39869
PKIX: inibidor de tripsina (Kunitz) (precursor) — swiss [1 Q00652 [1 PKIX SOL

Quanto a caracterizacao biologica desses inibidores, eles apresentam agao inseticida
contra os insetos pertencentes as ordens Coleoptera (C. maculatus) (36) e Lepidoptera (A.
kuehniella ¢ C. cephalonica) (35) e agdo pro-inflamatéria decorrente do aumento da
permeabilidade vascular, por mecanismo dependente de ativacdo mastocitaria (37). Mais
recentemente, verificou-se que estes inibidores sdo capazes de promover intenso infiltrado
leucocitario na cavidade peritoneal de ratos (38). Neste estudo, foi demonstrado que DMTI-
II, quando injetado na cavidade peritoneal de ratos machos Wistar, induz uma resposta
dose-dependente no actiimulo de leucocitos, com predominancia de neutréfilos (aumento
em 16 vezes) e eosindfilos (aumento de 12 vezes). Curiosamente, o inibidor de D. mollis
apresenta a capacidade de recrutar eosinofilos em periodos tdo precoces quanto 4 h apos
sua inje¢do na cavidade peritoneal, um fendmeno raro (sendo ausente) nos modelos
experimentais conhecidos de resposta alérgica. Este evento foi acompanhado do aumento

31




nos niveis de eotaxina, um fator quimiotatico potente e seletivo para eosinofilos, no lavado
peritoneal de ratos tratados com DMTI-II, sugerindo que esta quimiocina esta envolvida no
recrutamento de tais células. Em decorréncia destes resultados, a busca pela elucidacao das
propriedades pro-inflamatorias de DMTI-II conduziu ao estudo dos efeitos deste inibidor

num modelo de inflamagao pulmonar alérgica.

1.5. A asma

A asma ¢ uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas caracterizada por
episodios recorrentes de dispnéia, sibilos, aperto no peito e tosse (39-41). E uma
enfermidade mundial e de prevaléncia progressiva, responsavel por grande parte dos gastos
elevados em saude publica (42,43). Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS),
cerca de 300 milhdes de pessoas sofrem de asma nos dias atuais, tendo sido registrados
255.000 casos de mortes devido a doenga no ano de 2005 (39).

Esta doenca ¢ resultado de interagdes entre fatores genéticos e ambientais (44). Em
individuos geneticamente susceptiveis, a exposi¢cdo a uma ampla variedade de estimulos
ambientais, como alérgenos (poeira doméstica, fungos, pélen e pélos de animais), poluentes
aéreos (fumaga de cigarro, particulas de diesel e 0zonio), estimulos fisicos (exercicio e ar
frio) e medicamentos (aspirina) podem induzir ou exacerbar a doencga (40).

Clinicamente, duas formas da doenca podem ser observadas: a asma nao-alérgica e
a asma alérgica (40). Tradicionalmente, essas formas também sdo conhecidas como asma
intrinseca e extrinseca, respectivamente (45-47). A asma intrinseca apresenta historico
negativo para alergia e niveis séricos normais de IgE. Neste caso, os pacientes desenvolvem

os sintomas tipicos da asma apds a exposi¢do das vias aéreas a certos estimulos, como
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infecgdes virais e bacterianas, ar frio, inalantes irritantes, drogas como a aspirina, estresse
emocional e exercicios fisicos (44,48). A asma extrinseca € caracterizada por uma reacao
de hipersensibilidade do tipo I, induzida por um antigeno extrinseco. Este tipo inclui a asma
alérgica (atopica), a asma ocupacional e aspergilose broncopulmonar alérgica. A asma
alérgica ¢ a mais comum e esta frequentemente associada a um historico familiar de atopia.
E desencadeada por alérgenos ambientais presentes na poeira, polen, pélos de animais, em
alguns alimentos, entre outros (40,46,48-51).

A asma alérgica € caracterizada por 3 fases: a fase de inducgdo (sensibilizagdo), a
fase imediata e a fase tardia. Na fase de indugdo, os alérgenos inalados sdo capturados e
processados pelas células apresentadoras de antigenos, que estdo distribuidas por todo o
trato respiratorio, desde a mucosa nasal até a pleura. Estas, por sua vez, migram até os
linfonodos, onde processam os alérgenos e os apresentam para os linfocitos T CD4". Estes
ativam as cé€lulas T helper 2 (Th2), que produzem diversas citocinas, como a interleucina
(IL) -2, -3, -4, -5, -6, -9, -10, -12, -13, -18, o interferon (IFN)-y, o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, o TNF-B e o fator estimulador de colonias de macrofagos e granuldcitos (GM-
CSF), sendo as mais importantes para o desenvolvimento da asma a IL-4, -5, -9 ¢ -13 ¢
estimulam a sintese de IgE. A IL-4 e a IL-13 regulam o “switch” de classe de
imunoglobulinas pelos linfécitos B, estimulando a produgdo de IgE (39,52-54). Uma vez
sintetizada, a IgE circula pelo compartimento vascular antes de se ligar ao seu receptor de
alta afinidade FceRI, que esta presente na superficie dos mastdcitos no tecido ou dos
basofilos, no sangue periférico. Apds o individuo entrar em contato novamente com o
alérgeno, estes se ligam a molécula de IgE causando a ativagdo de cascatas de membrana e
do citosol, liberando, subsequentemente, mediadores pré-formados como a histamina,

proteinases (triptase, quimase e sulfato de condroitina E), promovendo a sintese de
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prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs) e a transcricdo de citocinas pelos mastocitos.
Juntamente com a IL-9, a IL-4 e a IL-13, promovem o desenvolvimento, prolifera¢do e
ativacdo dos mastocitos, as principais células da fase imediata (39,55). Os mediadores
sintetizados e secretados pelos mastocitos causam a chamada fase imediata da asma, que ¢
caracterizada pela constri¢ao da musculatura lisa das vias aéreas, extravasamento de liquido
dos vasos, producao de muco, aumento da hiperreatividade das vias aéreas e recrutamento
de células inflamatorias. Essa reagdo asmatica de fase precoce ¢ denominada fase imediata
e dura cerca de 30 a 60 minutos (39).

Na fase tardia, que dura cerca de 4 a 6 horas, ocorre inflamagdo excessiva das vias
aéreas, resultando em mudangas estruturais, incluindo espessamento das paredes das vias
aéreas, fibrose subepitelial e hiperplasia das células produtoras de muco. A hiperplasia e
hipertrofia das células da musculatura lisa e a hipertrofia do epitélio caracterizam o

remodelamento das vias aéreas (39).

1.6. Os eosinofilos na asma

Dados obtidos de pacientes asmaticos € de modelos experimentais de asma mostram
que os eosinodfilos desempenham papel importante nesta doenca. O actimulo seletivo e a
ativacdo destas células na mucosa bronquica sdo considerados eventos centrais na
patogénese da asma (56). Individuos asmaticos apresentam numero elevado de eosinofilos
no sangue ¢ no lavado broncoalveolar (57,58) e infiltrado inflamatério pulmonar rico em
células ativadas como mastocitos, monocitos, linfocitos e, principalmente, eosindfilos

(45,48). A importancia dos eosinofilos na asma tem sido enfatizada pelos achados que
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correlacionam o grau de eosinofilia no sangue (e no lavado broncoalveolar) com o grau de
hiperreatividade bronquica e gravidade da doenga (47,57,59).

Os eosinodfilos correspondem a 2% dos leucocitos presentes no sangue humano.
Possuem, em geral, nicleo bilobado com cromatina altamente condensada e citoplasma
contendo dois tipos principais de granulos, o especifico (ou secundario) e o primario. A
atividade biologica exercida pelos eosinofilos esta relacionada com os produtos liberados a
partir dos seus granulos, que incluem a proteina cationica eosinofilica (ECP), a proteina
basica principal (MBP), a peroxidase do eosindfilo (EPO) e a neurotoxina derivada do
eosino6filo (EDN) (39). Esses produtos podem causar dano substancial as células epiteliais
das vias aéreas, a matriz extracelular (ECM) e aos neuronios. A exposi¢ao das terminagdes
nervosas das vias aéreas a esses produtos pode facilitar a hiperreatividade das vias aéreas, a
contragdo da musculatura lisa e o aumento da permeabilidade vascular a exposicao
subsequente ao alérgeno ou apos a exposi¢cdo aos irritantes, levando, em tultima instancia,
ao recrutamento de mais eosinofilos e linfocitos Th2 para as vias aéreas (39). A ECP ¢ a
MBP sao duas potentes proteinas citotoxicas que apresentam a capacidade de destruir as
células, pois promove a formagdo de poros na membrana citoplasmatica, que leva a lise
celular (39,44). A ECP também estimula a producdo de muco nas vias areas e a liberagdo
de histamina pelos mastocitos e basofilos, in vitro. Apresentam-se ainda como a maior
fonte de cisteinil (cys)-leucotrienos, particularmente, o LTC4, um potente mediador pro-
inflamatodrio, broncoconstritor e indutor da secreg¢do glandular (39).

Esses granuldcitos expressam varias moléculas de superficie, incluindo receptores
para IL-3 e IL-5 e para GM-CSF, receptores para quimiocinas (CCR1 e CCR3), FcyRII
(CD32-receptor para IgQG), FcaRI (receptor para IgA secretdria), receptores para fatores do

sistema complemento (C3aR, CD88 e CD35) e moléculas de adesdao (VLA-4 e integrina
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a4f7). Exibe ainda uma minima expressdo intracitoplasmatica de FceRI cuja significancia
funcional ainda nao ¢ clara (58).

A migragdo de eosinéfilos para o foco inflamatério envolve o contato inicial destas
células com a parede do vaso sanguineo, antes do extravasamento, sendo esta etapa
mediada pelas selectinas (E, L e P-selectinas). A expressao de E- e P-selectinas nas células
endoteliais pode aumentar na presenca de IL-1 e TNF-a, enquanto a L-selectina ¢
constitutivamente expressa nos eosinofilos e se liga ao Mad-CAM-1 endotelial e CD34
(60). A adesdo firme dos eosindfilos se faz pela interagao das integrinas com os seus
ligantes. As moléculas mais importantes para a adesao firme de eosinéfilos ao endotélio sao
Mac-1 (CD11b/CD18; oxp2) ¢ VLA-4 (CD49d/CD29; au4fi), que se ligam ao ICAM-1
(molécula de adesdo intercelular-1) e VCAM-1 (molécula de adesdo da célula vascular-1),
ambos membros da superfamilia das imunoglobulinas e responsaveis pela interagao célula-
célula presentes na superficie das células endoteliais (60,61). Estas integrinas também
podem se ligar aos componentes da ECM, como a fibronectina e o fibrinogénio (62,63). Em
resumo, uma variedade de mediadores inflamatoérios em contato com a superficie das
células endoteliais € reconhecida pelos eosinofilos. Isto leva a ativagdo das integrinas
presentes nos eosinofilos, que resulta numa adesdo estavel (firme), possibilitando a
migragdo transendotelial.

Uma vez no tecido inflamado, os eosinéfilos tornam-se ativados e liberam substancias
citotoxicas, como radicais livres de oxigénio e proteinas granulares toxicas (MBP, ECP e
peroxidase do eosinofilo), bem como sintetizam e liberam mediadores inflamatdrios, incluindo
citocinas (IL-12, IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IL-16 e TGF-B), quimiocinas (RANTES e

eotaxina) e mediadores lipidicos (PAF e LTC.), que podem intensificar a resposta
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inflamatoria (64-68). A liberacao das proteinas granulares toxicas se da pela desgranulagiao do
eosinéfilo. O contetido granular acarreta danos ao epitélio da vias aéreas e 8 ECM, bem como
as terminagdes nervosas, uma vez que gera hiperreatividade das vias aéreas, contracdo das
células musculares lisas das vias aéreas e aumento da permeabilidade vascular (69,70).

A medula 6ssea desempenha um papel importante na resposta inflamatéria alérgica
(71). A eosinopoiese ocorre na medula 6ssea onde os eosindfilos se diferenciam a partir de
células progenitoras hematopoiéticas que possuem em sua superficie a molécula CD34,
uma glicoproteina especifica de precursores hematopoiéticos, sendo, portanto denominadas
de células CD34" (66,68,72). A diferenciacio dessas células precursoras pluripotentes em
eosinofilos ¢ regulada por, pelo menos, trés fatores de transcri¢ao, incluindo GATA-1, PU-
1 e C/EBP. Dentre esses fatores de transcricdo, GATA-1 certamente ¢ o mais importante
para o desenvolvimento da linhagem eosinofilica, uma vez que a delecao da regido de alta
afinidade para GATA-1 resulta em completa perda da linhagem eosinofilica (68,72,73). As
citocinas IL-3, IL-5 e GM-CSF sdo particularmente importantes na regulacdo do
desenvolvimento dessas células, possivelmente por fornecer sinais que permitem a
proliferacdo e a diferenciacdo celular (74). Estas sdo produzidas pelos linfocitos CD4" e
CDS8" localizados nos tecidos inflamados e no sangue periférico e pelos proprios eosinofilos
na medula ossea. A IL-5 e o GM-CSF upregulam a expressdo do IL-5R nas células
imaturas, favorecendo o desenvolvimento dos eosinéfilos. Juntamente com a IL-3 e o GM-
CSF, a IL-5 continua a promover a estimulacdo dos eosinéfilos durante toda a sua
maturacdo. A estimulacdo autdcrina pode ocorrer com o aumento local da produgédo de IL-
3, IL-5 e GM-CSF pelos eosinofilos. Adicionalmente, a IL-5 ¢ o GM-CSF podem ser
produzidos pelos fibroblastos locais e pelas células epiteliais (75). A IL-5 regula

seletivamente o processo de diferenciagdo dos eosinéfilos, atuando principalmente nos
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ultimos estagios de maturacdo e ativacdo dessas células, podendo também prolongar a
sobrevivéncia das mesmas. Além disso, esta citocina estimula a liberagdo dos eosinéfilos da
medula dssea para a circulagdo sanguinea, atuando, portanto, como um estimulo
quimiotatico (66,68,72,76,77).

Como discutido anteriormente, diversas citocinas pro-inflamatérias sdo secretadas
pelos eosindfilos, incluindo algumas com atividade estimuladora sobre a proliferagao dos
mesmos ¢ aumento da sua adesdo ao endotélio, como a IL-1, -2, -3, -4, -5, -6, CXCLS, IL-
10, -11, -12, GM-CSF, CCL3 e CCL5, TNF-a, TGF-p e TGF-a, quimiocinas como
CCLS5/RANTES e CCLl1l1/eotaxina 1, além de mediadores lipidicos como fator de
agregacao plaquetaria (PAF) e LTC,4. Essas moléculas apresentam efeito pro-inflamatoério,
regulando positivamente os sistemas de adesao, modulagdo do trafego celular e ativagao e
regulacdo da permeabilidade vascular, secre¢cdo de muco e contragdo da musculatura lisa
(72).

Os eosinofilos envolvidos na resposta inflamatoria expressam varios receptores de
citocinas, como IL-3R, IL-5R ¢ GM-CSFR, receptores de quimiocinas (CCR1 e CCR3)
FcyRII (CD32), FcaRI (IgA secretoria) e moléculas de adesdo (39,72). A primeira
caracterizacdao das moléculas de superficie nos eosinofilos demonstrou que estes expressam
um amplo nimero de marcadores de superficie celular incluindo moléculas de adesao,
moléculas sinalizadoras de apoptose, receptores para fatores quimiotdticos e para

quimiocinas € complemento (72).
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1.7. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do inibidor de
Dimorphandra mollis, DMTI-II, na resposta inflamatéria pulmonar alérgica de ratos

previamente sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA).

1.8. Estratégias experimentais

e Avaliar a cinética do influxo celular para o0 LBA de ratos sensibilizados e desafiados

com OVA que foram expostos ao DMTI-II;

e Investigar a ocorréncia de eosinopoiese na medula d6ssea e eosinofilia no sangue
circulante de ratos sensibilizados e desafiados com OVA que foram expostos ao

DMTI-I;

¢ Quantificar os niveis séricos de IgE e os niveis de eotaxina, IL-4 e LTB4s no LBA de
ratos sensibilizados e submetidos ao desafio antigénico com OVA e pré-expostos

ao DMTI-II.
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2. MATERIAIS E METODOS
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2. Materiais e Métodos

2.1. A Planta: Sementes de Dimorphandra mollis
Neste trabalho foram utilizadas sementes de Faveiro-doce (Figura 1) coletadas no

cerrado da regido de Trés Lagoas - Mato Grosso do Sul, na estrada para o rio Sucuriu.

Figura 1 — Dimorphandra mollis (Faveiro Doce): (a) arvore; (b) frutos (Fotos de G.

C. Mello), sementes (d) e sua disposi¢ao na vagem (c) (Fotos de H. Lorenzi).
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2.2. Purificacio e caracterizacio de DMTI-II

2.2.1. Etapa inicial: da obtencio da farinha de sementes de D. mollis ao isolamento de

DMTI-II

DMTI-II foi obtido das sementes de D. mollis de acordo com o procedimento
descrito por Mello (29). As sementes de Faveiro-doce, apos serem retiradas dos frutos,
foram trituradas em moinho de grande porte até a obten¢do de uma farinha grossa que, em
seguida, foi repassada em um moinho analitico até a obten¢do de uma farinha fina. Esta foi
submetida a uma delipidacdo com hexano devido a presenga de lipidios nas sementes. A
farinha delipidada foi submetida a uma extragcdo com tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6, na
propor¢ao de 1:20 (p/v), sob agitacdo constante, durante 120 minutos, sendo
subsequentemente centrifugada a 3.000 x g, por 30 minutos, obtendo-se assim um
precipitado que foi descartado e um sobrenadante denominado extrato bruto (EB). O
sobrenadante (EB) foi submetido a uma série de precipitacdes com sulfato de amonio.
Primeiramente de 0-30% de saturacdo, onde apds 12 horas, a mistura foi centrifugada a
3.000 x g, por 30 minutos, obtendo-se assim, as fracdes SI (Sobrenadante I) e PI
(Precipitado I). SI foi, entdo, precipitado com sulfato de amdnio de 30-60% de saturagao e,
apés 12 horas, seguiu-se o mesmo procedimento de centrifugagdo para obtencdo das
fracdes SII (Sobrenadante IT) e PII (Precipitado II). Finalmente, a fragao SII foi precipitada
com o mesmo sal, com 60-80% de saturagdo para a obtengdo das fragdes SIII
(Sobrenadante III) e PIII (Precipitado II) e, ap6s 12 horas, o mesmo processo de

centrifugacao foi realizado, conforme ¢ mostrado na Figura 2.
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Farinha de D. mollis

- Tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6
- Centrifugacdo a 3.000 x g, por 30 min.

RESIDUO  SOBRENADANTE (EB)

- (NH4)2S04 0-30% de saturagdo, 12 h
- Centrifugacdo a 3.000 x g, por 30 min.

PRECIPITADO I (PI) SOBRENADANTE (SI)

- (NH4)2S04 30-60% de saturacdo, 12 h
- Centrifugacdo a 3.000 x g, por 30 min.

PRECIPITADO II (PII) SOBRENADANTE II (SII)

- (NH4)2S04 60-80% de saturacdo, 12 h
- Centrifugacdo a 3.000 x g, por 30 min.

PRECIPITADO III (PIII) SOBRENADANTE III (SIII)

Figura 2 — Precipitacdo com Sulfato de Amonio (29).
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A fragdo PII liofilizada foi selecionada para dar continuidade a purificacdo por
apresentar maior atividade especifica. Esta foi diluida e a solucao aplicada em uma coluna
de cromatografia de exclusdo molecular Sephadex G-75 equilibrada com o mesmo tampao.
Nesta etapa, apenas uma fracao (FI) apresentou atividade inibitoria sendo entdo dialisada e
liofilizada. Em seguida, FI foi aplicada em uma coluna de troca idnica DEAE-Sepharose
equilibrada previamente com tampao Tris/HCI 0,05 M, pH 8,0. A eluicdo das proteinas
absorvidas foi realizada com o mesmo tampao contendo NaCl num gradiente de 0 -1 M.
Duas fragdes com atividade inibitoria foram obtidas neste passo cromatografico: uma ¢
eluida antes do gradiente salino e denominada por DI; a outra, DII, ¢ eluida com cerca de
0,5 M de NaCl. Finalmente ambas sdo dialisadas, liofilizadas e submetidas, separadamente,
a cromatografia de afinidade numa coluna de Sepharore-Tripsina (78) equilibrada com
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6, contendo NaCl 0,1 M. A fracdo retida na coluna ¢ eluida
com HCI 0,1 M, NaCl 0,3 M. Portanto, as fracdes DI e DII provenientes da troca idnica

deram origem aos inibidores DMTI e DMTI-II.

. . . Extragdo e precipitagdo . Cromatografia de Exclusao
Farinha de D. mollis fracionada com (NH4)2SO4 Molecular em Sephadex G-75
(fragdo PII) (fracao FI)

|

Cromatografia de Afinidade em — Cromatografia de Troca-I6nica
Sepharose-Tripsina em DEAE-Sepharose
(DI e DII)

DMTI DMTI-II
(20kDa) (23 kDa)

Figura 3 — Esquema das etapas de purificagdo de DMTI-II (29).
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2.2.2. Caracterizacio da atividade inibitoria

Todas as fragdes oriundas dos passos cromatograficos foram submetidas ao ensaio
de inibicdo da tripsina bovina, de acordo com o procedimento descrito por Mello (29). Para
um volume final de 1,5 mL, a mistura de pré-incubagao continha 0,0133 M de tampao Tris-
HCIL, pH 8,0 pL de uma solucdo estoque (0,3 mg/mL) dissolvida em HCI 0,0025N e
diferentes concentragdes do inibidor de D. mollis. Apds a pré-incubacao por 10 minutos a
37°C, foi adicionado a mistura, 1,0 mL de solugdo 0,01 M de Bz-Arg-pNan (BAPNA),
dissolvido em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, sendo a incubagao prosseguida por mais 30
minutos a 37°C. A reagdo foi interrompida pela adigdo de acido acético 30% (v/v) e a
hidrolise do substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente a 405 nm. O calculo
da atividade inibitoria foi feito pela determinagdo da atividade residual da tripsina no
ensaio.

A pureza das fragdes obtidas em todos os passos cromatograficos as etapas foi
avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida, 12,5%, contendo duodecil sulfato de

sodio (SDS) segundo o método de Laemmli (79).

2.3. Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, com peso entre 200-250 g,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB - Unicamp). Os animais foram transferidos para o Biotério
do Departamento de Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas) pelo menos 24 h antes

dos experimentos, onde foram mantidos a 24°C, com iluminag¢ao didria de 12 h e com agua
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e alimentagdo ad libitum. Esse projeto foi aprovado pela Comissio de FEtica na

Experimentagdo Animal CEEA-IB-UNICAMP, protocolo n® 1454-1.

2.4. Protocolos Experimentais

2.4.1. Exposicdo ao DMTI-II em ratos nao sensibilizados

Animais nao sensibilizados foram submetidos a instilagdo intranasal de 0,2 mL de
solugdo de PBS contendo DMTI-II (10 pg) ou PBS (0,2 mL) no grupo controle. Os animais
foram sacrificados 4, 16 e 24 h apos a instilacdo com DMTI-II (ou PBS) e o lavado

broncoalveolar (LBA) foi recolhido imediatamente apos.

2.4.2. Sensibilizacao e desafio dos animais com ovalbumina (OVA)

A sensibilizacdo e desafio foram realizados de acordo com procedimento descrito
anteriormente por Mariano et al. (80). Os animais foram sensibilizados através da injecao
subcutanea no dorso (0,15 mL) de uma solucao contendo 12 mg de ovalbumina (OVA-grau
III, Sigma) adsorvida em 8 mg de hidréxido de aluminio, preparada em solucao fisiologica.
Quatorze dias apos, os animais sensibilizados foram submetidos a instilagao intranasal de
OVA (0,2 mL de solu¢ao de OVA contendo 5 mg/mL) ou PBS (0,2 mL) no grupo controle

(veja Figura 4).
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24 h

1
I
0 14 15L;I_ijas
Imunizacd LBA
munizagdo
(OVA: 200 yg/150 i
hidréxido de aluminio+salina) Desafio antigénico
(OVA: 1 mg/ 200 uL PBS ou
somente PBS

Figura 4 — Protocolo de imunizagdo e desafio com OV A (80).

2.4.3. Pré-exposicao ao DMTI-II em animais sensibilizados e desafiados com OVA

Quatorze dias ap6s a sensibilizacdo, os animais foram submetidos a instilacao
intranasal de 0,2 mL de solucdo PBS contendo DMTI-II na dose de 10 pg. O grupo
controle foi instilado com PBS (0,2 mL). Em tempos de 2, 4 e 16 h apos a instilagdo com
DMTI-II (ou PBS), os animais foram desafiados (instilagdo intranasal) com OVA (0,2 mL
de solugdo de OVA contendo 5 mg/ mL). O LBA foi recolhido 24 h apos o desafio com

OVA (veja Figura 5).
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DMTI-II (ou PBS)

16,4e2h
/_H 24 h
| ] ]
f 1 1
0 14 15 dias
Ironizac LBA
munizagdo
(OVA: 200 pg/ 150 gL
hidréxido de aluminio + Desafio antigénico
salina) (OVA: 1 mg/ 200 yL PBS ou
somente PBS

Figura 5 — Protocolo de imunizagdo e desafio com OVA e pré-exposicao ao DMTI-II.

Para verificar a existéncia de uma curva dose-resposta de DMTI-II, quatorze dias
apos a sensibilizagdo, foram instilados nos animais solugdes PBS contendo DMTI-II nas
doses de 1, 10 e 50 pg. Apos 4 horas da pré-exposi¢ao ao inibidor de D. mollis, os animais
foram desafiados com OVA ou instilados com PBS. Os lavados broncoalveolares foram

obtidos 24 h apds o desafio com OVA, conforme descrito no item 2.5.

Este protocolo experimental resultou nos seguintes grupos de animais:
- PBS+PBS: ratos pré-expostos ao PBS e instilados com PBS;

- PBS+OVA: ratos pré-expostos ao PBS e desafiados com OVA;

- DMTI-II+PBS: ratos pré-expostos ao DMTI-II e instilados com PBS;

- DMTI-II+OVA: ratos pré-expostos ao DMTI-II e desafiados com OVA.
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2.4.4. Pos-exposicao ao DMTI-II em animais sensibilizados e desafiados com OVA

Neste protocolo experimental, ratos sensibilizados com OV A foram, 14 dias depois,
submetidos ao desafio antigénico com OVA. Quatro horas apds o desafio, os animais
sofreram instilagdo intranasal com DMTI-II (10 pug em 0,2 mL de PBS). Os animais
controles receberam a instilagao intranasal de 0,2 mL de PBS em vez de OVA. O LBA foi

realizado 24 h apos a instilagdo do DMTI-II (veja Figura 6).

DMTI-II (ou PBS)

/\

4h
r_l_\ 24 h
i i i
0 14 15 dias
Imunizacd LBA
munizagdo
(OVA: 200 g/ 150 4L
hidréxido de aluminio + Desafio antigénico
salina) (OVA: 1 mg/ 200 pL PBS ou
somente PBS

Figura 6 — Protocolo de imunizagdo e desafio com OVA e pos-exposi¢ao ao DMTI-II.

Este protocolo experimental resultou nos seguintes grupos de animais:
- PBS+PBS: ratos instilados com PBS e p6s-expostos ao PBS;

- OVA+PBS: ratos desafiados com OV A e pds-expostos ao PBS;

- PBS+DMTI-IIL: ratos instilados com PBS e pds-expostos ao DMTI-II;

- OVA+DMTI-II: ratos desafiados com OV A e pos-expostos ao DMTI-II.
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2.5. Obtencao do lavado broncoalveolar (LBA)

Os lavados broncoalveolares (LBA) foram obtidos 24 h apds o desafio com OVA.
Para tanto, os animais foram anestesiados e exsanguinados pela aorta abdominal. A regido
do pescogo foi aberta e a traquéia foi canulada com auxilio de um tubo de polietileno (1
mm de didmetro). O LBA foi realizado com 25 ml de tampao PBS contendo 20 UI/mL de
heparina, a temperatura ambiente. O PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado em quatro
aliquotas, sendo a primeira de 10 ml e as demais de 5 ml. O material recolhido foi
centrifugado a 400 x g (Kendro Laboratory Products, Modelo Heraeus Multifuge 3SR,
Langenselbold, Alemanha), por 10 minutos a 20°C e o residuo celular ressuspenso em PBS.
A contagem do numero total de leucdcitos foi realizada em cadmara de Neubauer e a
contagem diferencial de leucdcitos realizada em laminas confeccionadas em citocentrifuga
(Revan®, Modelo Ciclo Cito, Sdo Paulo, SP) e coradas a seguir com corante Diff Quick”™. A
leitura das laminas foi realizada em microscopio Optico com aumento de 1000 vezes
(objetiva de imersao em 6leo). Em cada lamina, foram contadas 200 células, diferenciando
trés tipos celulares: neutrofilos, eosinofilos e mononucleares (mondcitos, macrofagos e
linfocitos). O ntimero de cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada,
em relacdo ao numero total de células. Os resultados das contagens total e diferencial dos

leucocitos foram expressos como ntimero de célula por mL de LBA.

2.6. Coleta de sangue e plasma

Conforme citado acima, antes da realizacdo do LBA, os animais foram sacrificados

através da exsanguinagdo via aorta abdominal, sendo o sangue coletado na presenca de
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heparina (20 UI/mL). O mesmo foi utilizado para confeccao de laminas para realizacdo de
contagens totais e diferenciais de leucocitos. A contagem do numero total de leucécitos foi
realizada em camara de Neubauer e a contagem diferencial de leucdcitos realizada em
laminas confeccionadas através da técnica de esfregaco e coradas a seguir com corante Diff
Quick®. A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico com aumento de 1000
vezes (objetiva de imersdao em oOleo). Em cada lamina foram contadas 100 células,
diferenciando-se os neutréfilos, eosindfilos e células mononucleares. O niimero de cada
tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relagdo ao niimero total
de células. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucdcitos foram expressos
como numero de célula por mL de sangue. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 400
x g, por 10 minutos, a 20°C, sendo o plasma coletado e estocado a -80°C para dosagens de

IgE.

2.7. Contagem de leucocitos totais e diferenciais na medula 6ssea

O fémur direito de ratos sensibilizados e pré-expostos ao DMTI-II (10 pg/ 0,2 mL
de PBS) ou PBS (grupo controle) foi removido 24 horas apds o desafio com OVA. Para a
obtenc¢do do lavado medular, a epifise e a didfase de fémures livres de tecidos moles foram
transversalmente cortadas; em seguida, a medula 6ssea foi removida pela lavagem com 5
mL PBS contendo heparina (20 UI/ mL). Esse lavado foi entdo centrifugado a 400 x g, por
10 minutos, a 20°C, sendo o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 2 mL
de PBS heparinizado (20 UI/ mL). Em seguida, realizou-se a contagem total e diferencial
dos leucdcitos medulares. A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em laminas

confeccionadas em citocentrifuga e coradas a seguir com corante Diff Quick®. A leitura das
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laminas foi feita em microscopio optico com aumento de 1000 vezes (objetiva de imersao
em 6leo). Em cada lamina, foram contadas 200 cé¢lulas, diferenciando os seguintes tipos
celulares: neutréfilos, eosindfilos, enquanto que as séries monocitaria e linfocitaria foram
classificadas como “outras células”. O niimero de cada tipo celular foi calculado a partir da
porcentagem encontrada, em relagdo ao nimero total de células. Os resultados das
contagens total e diferencial dos leucocitos foram expressos como numero de célula por mL

de lavado medular.

2.8. Quantificacio dos niveis de IgE, IL-4, eotaxina e LTB4

Amostras de LBA e soro de animais sensibilizados com OVA, pré-expostos ao
DMTI-II, 4 h antes de serem submetidos ao desafio antigénico, foram armazenadas em
freezer a -80°C para dosagem dos mediadores inflamatorios. Kits comerciais foram
utilizados para os ensaios de quantificacdo dos niveis séricos de IgE (Shibayagi Co. Ltd.,
Japao), enquanto que os niveis de eotaxina, IL-4 ¢ LTB4 (R&D Systems, Estados Unidos)
foram quantificados no LBA. A leitura da placas foi realizada em leitor de ELISA
(SpectraMax® 340, Molecular Devices, California, Estados Unidos), de acordo com as

recomendagdes do fabricante.

2.9. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média = erro padrdo das médias

(E.P.M.). Diferencas estatisticas foram determinadas por analise de varidncia (ANOVA)
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seguida pelo teste de Bonferroni para comparacdes multiplas. Valores de P < 0,05 foram

considerados significativos.
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3. RESULTADOS
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3. Resultados

3.1. Exposicdo ao DMTI-II em animais ndo sensibilizados

Em animais ndo sensibilizados ¢ submetidos a instilagdo intranasal de DMTI-II, na
dose de 10 pg, observamos um aumento significativo (P<0,05) no nimero de neutréfilos
presentes no LBA quando comparados com o grupo de animais ndo sensibilizados e
submetidos a instilagao de PBS estéril (Figura 7B). Esse incremento ¢ notado a partir de 4
h, mantendo-se aumentado até 16 h. Apos 24 h da instilacdo de DMTI-II, verificamos um
retorno aos niveis basais, com a diminui¢do no nimero de neutréfilos no LBA (Figura 7B).
A exposicdo ao DMTI-II ndo ocasionou alteragdes no numero de eosindfilos e células

mononucleares para o LBA (Figuras 7C e D).
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Figura 7 — Curva tempo-efeito do influxo celular total (A), neutrofilos (B), eosindéfilos
(C) e células mononucleares (D) causado pela instilacdo intranasal de DMTI-II (10 pg)
em animais nao sensibilizados. Animais nao sensibilizados foram submetidos a instila¢ao
intranasal de 0,2 mL de solu¢do contendo DMTI-II (10 pg) ou salina fosfatada (PBS; 0,2
mL). Os animais foram sacrificados 4, 16 € 24 h ap6s a instilagdo de DMTI-II (ou PBS). Os
resultados estdo apresentados como média = E.P.M de n = 5 animais por grupo. *P <0,05

quando comparado ao grupo controle PBS.
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3.2. Efeito da pré-exposicdo das vias aéreas a doses crescentes de DMTI-II sobre o
numero de leucdcitos totais e diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA) em animais

sensibilizados e desafiados com OVA

Animais sensibilizados foram pré-expostos ao DMTI-II (1, 10 e 50 pg), e 4 h apds a
exposicao foram desafiados com ovalbumina (OVA) ou instilados com PBS. A Figura 8
mostra que, isoladamente, o DMTI-II ocasionou um discreto aumento do nimero de
leucocitos totais (observado na dose de 10 pg), de neutréfilos (elevado nas doses de 1, 10 e
50 ng) e células mononucleares (observado na dose de 10 pg). Entretanto, o DMTI-II
exacerbou o infiltrado celular total nos animais desafiados com OVA (dose de 50 pg;
Figura 8A), assim como, exacerbou, de modo dose-dependente, o infiltrado neutrofilico nos
animais desafiados com OVA (doses de 10 e 50 pg; Figura 8B). O DMTI-II também
aumentou o numero de eosinéfilos nos ratos desafiados com OVA (dose de 10 ng; Figura
8C). O DMTI-II ndo mudou significativamente o padrao de células mononucleares (Figura

8D).
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Figura 8 — Efeito de doses crescentes de DMTI-II (1, 10 e 50 pg) no influxo de
leucdcitos totais e diferenciais para o lavado broncoalveolar (LBA) induzido pelo
desafio antigénico com ovalbumina (OVA). Os animais foram submetidos a instilagao
intranasal de DMTI-II, nas doses de 1, 10 e 50 pg ou PBS estéril (animais controles), 4
horas antes do desafio com a OV A ou da instilagdo com PBS estéril. O LBA foi obtido 24 h
apos o desafio com OVA. Os resultados estdo apresentados como média + EP.M. de n =35

- 10 animais por grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; “P < 0,05 comparado ao

grupo PBS+OVA.
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3.3. Efeito do tempo da pré-exposicao ao DMTI-II sobre o niimero de leucdcitos totais e

diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA)

A pré-exposicao ao DMTI-II (10 pg), em animais sensibilizados e ndo desafiados
com OVA (grupo controle, DMTI-II+PBS) ocasionou um aumento significativo no nimero
de leucocitos totais em todos os tempos avaliados (2, 4 e 16 h) quando comparado aos
animais expostos ao PBS estéril (Figura 9). Quando comparamos o nimero de leucocitos
totais nos animais desafiados com OVA com os animais desafiados e pré-expostos ao
DMTI-II, um aumento significativo no numero de leucocitos totais pode ser notado na pré-

exposi¢ao de 2 e 4 h (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito da pré-exposicio das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no influxo de
leucocitos totais para o lavado broncoalveolar (LBA) induzido pelo desafio antigénico
com ovalbumina (OVA). Quatorze dias apds a sensibilizagdo, os animais foram
submetidos a instila¢do intranasal de DMTI-II (10 pg) ou PBS (0,2 mL) nos tempos de 2, 4
e 16 h antes do desafio com OVA ou da instilagdo com PBS (animais controle). O LBA foi
recolhido 24 horas ap6s o desafio com OVA. Os resultados estdao apresentados como média
+ E.P.M. de n =5 - 10 animais por grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; "P <

0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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Em relagdo ao numero de neutréfilos, observamos um aumento significativo nos
animais desafiados com OVA e pré-expostos ao DMTI-II (10 pg), nos tempos de 2 € 4 h
quando comparados ao grupo de animais desafiados com OVA e pré-expostos ao PBS
(Figura 10). Notamos ainda que a pré-exposicdo ao DMTI-II em animais controle (grupo
DMTI-II+PBS) ocasionou um aumento significativo no niimero de neutr6filos quando

comparado ao grupo exposto ao PBS estéril (PBS+PBS), nos tempos de 2 e 4 h (Figura 10).
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Figura 10 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no influxo de
neutrofilos para o lavado broncoalveolar (LBA) induzido pelo desafio antigénico com
ovalbumina (OVA). Os animais foram submetidos a instilagdo intranasal de DMTI-II ou
PBS nos tempos de 2, 4 e 16 h antes do desafio com OVA ou da instilagdo com PBS
(animais controle). O LBA foi recolhido 24 h ap6s o desafio com OVA. Os resultados estao
apresentados como média + E.P.M. de n = 5 - 10 animais por grupo. *P< 0,05 comparado

ao grupo PBS+PBS; “P < 0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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Quanto ao numero de eosinofilos, conforme esperado, o desafio com OVA
promoveu aumento significativo deste tipo celular no LBA dos animais quando
comparados ao grupo PBS estéril (Figura 11). Nossos resultados mostraram que a pré-
exposicdo ao DMTI-II exacerbou o influxo de eosindfilos no LBA de animais desafiados

com OVA nos tempos de 4 ¢ 16 h (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no influxo de
eosinofilos para o lavado broncoalveolar (LBA) induzido pelo desafio antigénico com
ovalbumina (OVA). Os animais foram submetidos a instilagdo intranasal de DMTI-II ou
PBS nos tempos de 2, 4 e 16 h antes do desafio com OVA ou da instilagdo com PBS
(animais controle). O LBA foi recolhido 24 h apds o desafio com OVA. Os resultados estao
apresentados como média + E.P.M. de n = 5 - 10 animais por grupo. *P< 0,05 comparado

ao grupo PBS+PBS; P < 0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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A Figura 12 mostra auséncia de alteracdo em relacdo ao nimero de células
mononucleares (macréfagos e linfocitos) nos animais desafiados com OVA e pré-expostos
ao DMTI-II (2, 4 e 16 h de pré-exposi¢do) quando comparados ao grupo de animais

desafiados com OVA (Figura 12).
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Figura 12 — Efeito da pré-exposicdo das vias aéreas de ratos ao DMTI-II (10pg) no
nimero de células mononucleares para o lavado broncoalveolar (LBA) induzido pelo
desafio antigénico com ovalbumina (OVA). Os animais foram submetidos a instilagdo
intranasal de DMTI-II ou PBS nos tempos de 2, 4 e 16 h antes do desafio com OVA ou da
instilacdo com PBS (animais controle). O LBA foi recolhido 24 h apo6s o desafio com
OVA. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de n = 5 - 10 animais por

grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS.
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3.4. Efeito da pré-exposicio ao DMTI-II sobre o niimero de leucdcitos totais e

diferenciais no sangue circulante

A pré-exposicao das vias aéreas ao DMTI-II (10 pg) em animais sensibilizados e
pré-expostos ao DMTI-II, 4 e 16 h antes do desafio antigénico com OVA, ocasionou um
influxo maior de eosinofilos para o LBA. A partir desse resultado, decidimos avaliar o
perfil leucocitario nas amostras de sangue circulante de animais previamente expostos ao
DMTI-II e desafiados com OVA.

Os animais sensibilizados foram instilados com DMTI-II (10 pg) 2, 4 e 16
anteriores ao desafio com OVA ou a instilagdio com PBS estéril. A coleta do sangue
periférico foi realizada 24 h apds o desafio com OVA. Conforme observamos na Figura 13,
a pré-exposicao ao DMTI-II (2, 4 e 16 h) aumentou o nimero de leucécitos totais no
sangue circulante dos animais desafiados com OVA. A exposicio ao DMTI-II,

individualmente, ndo modificou o padrao celular de animais controles.
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Figura 13 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no nimero
de leucdcitos totais no sangue circulante obtido apos o desafio antigénico com
ovalbumina (OVA). O sangue foi coletado através da aorta abdominal 24 h apds o desafio
com OVA ou instilacdo com PBS. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M.

de n =5 - 10 animais por grupo. “P < 0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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Quanto ao nimero de neutréfilos no sangue circulante, a pré-exposicao ao DMTI-IT
em 2 h ocasionou o aumento nos animais desafiados com OVA (Figura 14). O DMTI-II

nao modificou o nimero de neutréfilos nos animais controle (grupo DMTI-II+PBS).
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Figura 14 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no nimero
de neutrofilos no sangue circulante obtido apds o desafio antigénico com ovalbumina
(OVA). O sangue foi coletado através da aorta abdominal 24 h apos a instilagdo de OVA
ou PBS. Os resultados estdao apresentados como média + E.P.M. de n =5 - 10 animais por
grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; "P < 0,05 comparado ao grupo

PBS+OVA.
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Em relacdo ao niimero de eosinofilos, quando comparamos os animais desafiados

com OVA e os animais desafiados com OVA e pré-expostos ao DMTI-II, um aumento

significativo no nimero pode ser notado nos tempos de 2 e 4 h (Figura 15).
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Figura 15 — Efeito da pré-exposicio das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no numero

de eosinofilos no sangue circulante obtido apés o desafio antigénico com ovalbumina

(OVA). O sangue foi coletado através da aorta abdominal 24 h apos a instilagdo de OVA

ou PBS. Os resultados estdo apresentados como média = E.P.M. de n =5 - 10 animais por

grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; "P < 0,05 comparado ao grupo

PBS+OVA.
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A Figura 16 mostra que, quando comparamos os animais desafiados com OVA com
os animais desafiados e pré-expostos ao DMTI-II, observamos um aumento do niumero de

células mononucleares apos os tempos de 4 e 16 h.
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Figura 16 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no nimero
de células mononucleares no sangue circulante obtido apos o desafio antigénico com
ovalbumina (OVA). O sangue foi coletado através da aorta abdominal 24 h apds a
instilagdo de OV A ou PBS. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de n =

5 - 10 animais por grupo. "P < 0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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3.5. Efeito da pré-exposicao ao DMTI-II sobre o niimero de leucdcitos totais e

diferenciais na medula dssea

Nos examinamos também o numero de leucécitos totais e diferenciais na medula
Ossea de animais pré-expostos ao DMTI-II, cujo lavado medular foi obtido 24 h apés o
desafio antigénico com OVA.

A pré-exposicao ao DMTI-II, na dose de 10 pg, em animais controle (grupo DMTI-
[I+PBS), ocasionou um aumento significativo do nimero de leucocitos totais no tempo de
16 h quando comparado ao grupo exposto ao PBS estéril (Figura 17). Quando comparamos
o numero de leucocitos totais nos animais desafiados com OVA e pré-expostos ao DMTI-
II, um aumento significativo no nimero de leucocitos totais pode ser notado nos tempos de

2,4¢e 16 h (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no numero
de leucocitos totais na medula 6ssea de animais desafiados com ovalbumina (OVA). O
DMTI-II foi instilado em animais sensibilizados com OVA e, 2, 4 e 16 h depois, os animais
foram submetidos ao desafio antigénico com OVA. Apds 24 h, os animais foram
sacrificados e o fémur direito extraido para a obtencdo do lavado medular e realizagao das
contagens total e diferencial de leucocitos. Os resultados estdo apresentados como média +
E.P.M. de n = 5 - 10 animais por grupo. ¥*P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; “P <

0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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A pré-exposicdo ao DMTI-II (10 pg) em animais controle (grupo DMTI-I1+PBS)
ocasionou um aumento significativo do numero de neutréfilos no tempo de 16 h quando
comparado ao grupo exposto ao PBS estéril (Figura 18). Ja a pré-exposi¢do ao DMTI-II nos
animais desafiados com OVA promoveu um aumento significativo no numero de

neutro6filos nos tempo de 2, 4 e 16 h (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no numero
de neutréfilos na medula d6ssea de animais desafiados com ovalbumina (OVA). O
DMTI-II foi administrado em animais sensibilizados com OVA, e 2, 4 e 16 horas depois, os
animais foram submetidos ao desafio antigénico com OVA. Apods 24 h, os animais foram
sacrificados e o fémur direito extraido para a obtengdo do lavado medular e realizacao das
contagens total e diferencial de leucocitos. Os resultados estdo apresentados como média +
E.P.M. de n = 5 - 10 animais por grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; “P <
0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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A pré-exposicao ao DMTI-II, na dose de 10 pg, em animais controle (grupo DMTI-
II+PBS) ocasionou um aumento significativo do nimero de eosinéfilos nos tempos de 4 e
16 h quando comparado ao grupo exposto ao PBS estéril (PBS+PBS; Figura 19). Quando
comparamos o numero de eosinéfilos nos animais desafiados com OVA e pré-expostos ao
DMTI-II, notamos um aumento significativo no niimero de eosinodfilos nos tempos de 2 e 4

h (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no numero
de eosinofilos na medula 6ssea de animais desafiados com ovalbumina (OVA). O
DMTI-II foi administrado em animais sensibilizados com OVA, e 2, 4, ¢ 16 h depois, os
animais foram submetidos ao desafio antigénico com OVA. Apods 24 h, os animais foram
sacrificados e o fémur direito extraido para a obtengdo do lavado medular e realizacao das
contagens total e diferencial de leucocitos. Os resultados estdo apresentados como média +
E.P.M. de n = 5 - 10 animais por grupo. ¥*P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; “P <

0,05 comparado ao grupo PBS+OVA.
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Ao avaliarmos os resultados da pré-exposi¢ao ao DMTI-II, na dose de 10 pug, nos
tempos de 4 e 16 h, em animais controle (grupo DMTI-II+PBS), pudemos observar um
aumento significativo do niimero de células da série monocitaria e linfocitaria, designadas
como “outras células”, quando comparado ao grupo exposto ao PBS estéril (PBS+PBS;
Figura 20). Quando comparamos o niimero destas células nos animais desafiados com
OVA e pré-expostos ao DMTI-II, notamos um aumento significativo pode ser notado nos

tempos de 2, 4 ¢ 16 h (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de ratos ao DMTI-II no nimero
de outras células (série monocitaria e linfocitdria) na medula o6ssea de animais
desafiados com ovalbumina (OVA). O DMTI-II foi administrado em animais
sensibilizados com OVA, e 2, 4 ¢ 16 h depois, os animais foram submetidos ao desafio
antigénico com OVA. Apos 24 h, os animais foram sacrificados e o fémur direito extraido
para a obtengcdo do lavado medular e realizagdo das contagens total e diferencial de
leucdcitos. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de n = 5 - 10 animais
por grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; "P < 0,05 comparado ao grupo

PBS+OVA.
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3.6. Efeito da pos-exposicdo das vias aéreas ao DMTI-II sobre o niimero de

leucaocitos totais e diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA)

A Figura 21 mostra que, de forma similar a pré-exposi¢ao, o DMTI-II, na dose de
10 pg, quando instilado 4 h apds o desafio antigénico com OVA, foi capaz de exacerbar o
influxo de células totais (painel A), neutrofilos (painel B) e eosindfilos (painel C) para o
LBA quando comparado ao grupo desafiado com OVA. O ntmero de células

mononucleares ndo foi alterado significativamente (painel D).
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Figura 21 - Efeito da pos-exposicao (4 h) das vias aéreas de ratos ao DMTI-II (10 pg)
no numero de células totais (painel A), neutréfilos (painel B), eosinéfilos (painel C) e
células mononucleares (painel D) para o lavado broncoalveolar (LBA) induzido pelo
desafio com ovalbumina (OVA). Animais sensibilizados foram no 14° dia submetidos ao
desafio antigénico com OVA, e 4 horas depois, receberam a instilacao intranasal de DMTI-
IT (10 pg/ 0,2 mL de PBS) ou PBS (0,2 mL). O LBA foi obtido 24 h apds a administragao
de DMTI-II. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de n = 12 - 14 animais
por grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; “P < 0,05 comparado ao grupo

OVA+PBS.
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3.7. Efeito da pos-exposicdo das vias aéreas ao DMTI-II sobre o niimero de

leucadcitos totais e diferenciais no sangue circulante

A pobs-exposicao das vias aéreas ao DMTI-II (10 pg) em animais desafiados com
OVA ocasionou um influxo aumentado de eosinofilos para o LBA. A partir desse resultado,
decidimos avaliar o perfil leucocitario nas amostras de sangue circulante de animais pds-
expostos a0 DMTI-II e desafiados com OVA.

A pos-exposicao ao DMTI-II (10 pg) acarretou, em animais controle (grupo DMTI-
II+PBS), um aumento do nimero de leucdcitos totais, neutrofilos e células mononucleares
(Figura 22). Em animais desafiados com OVA, a pds-exposicao ao DMTI-II potencializou

o numero de neutrofilos e de eosinofilos sanguineos (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito da pos-exposicao (4 h) das vias aéreas de ratos ao DMTI-II (10 pg)
sobre o nimero de leucdcitos totais (painel A), neutrofilos (painel B), eosindfilos
(painel C) e células mononucleares (painel D) no sangue circulante obtido apods o
desafio antigénico com ovalbumina (OVA). O sangue foi coletado através da aorta
abdominal 24 h apds a instilagdo de OVA ou PBS. Os resultados estdo apresentados como
média £ E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. *P< 0,05 comparado ao grupo

PBS+PBS; P < 0,05 comparado ao grupo OVA+PBS.
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3.8. Efeito da pos-exposicdo das vias aéreas ao DMTI-II em sobre niimero de

leucacitos totais e diferenciais na medula éssea

A Figura 23, painéis A, B, C e D, mostra que a pos-exposi¢do ao DMTI-II
promoveu aumento do numero de leucdcitos totais, neutrofilos e outras células em animais
controle (grupo DMTI-II+PBS). Entretanto, a pos-exposicao ao DMTI-II ndo exacerbou o

numero de neutrofilos e eosinofilos nos animais desafiados com OVA.
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Figura 23 - Efeito da pos-exposicao (4 h) das vias aéreas de ratos ao DMTI-II (10 pg)
sobre o nimero de leucdcitos totais (painel A), neutrofilos (painel B), eosindfilos
(painel C) e outras células (painel D) na medula éssea de animais desafiados com
ovalbumina (OVA). Animais sensibilizados foram submetidos ao desafio antigénico com
OVA e, 4 h apds receberam a instilacao intranasal de DMTI-II (10 pg) ou PBS (0,2 mL).
Apos 24 h, os animais foram sacrificados e o fémur direito extraido para a obtengdo do
lavado medular e realizacdo das contagens total e diferencial dos leucocitos. Os resultados
estdo apresentados como média = E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. *P< 0,05

comparado ao grupo PBS+PBS.
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3.9. Efeito da pré-exposicao das vias aéreas ao DMTI-II em animais
sensibilizados e desafiados com OVA sobre os niveis de IgE no soro e de IL4, eotaxina e

LTB4 no LBA obtidos apds o desafio antigénico com OVA

Quantificamos as concentragdes de IgE no soro e de IL-4, eotaxina e LTB4 no LBA,
24 h apds desafio antigénico com OVA. Os niveis de IgE e os niveis de IL-4, eotaxina e
LTB4 no LBA mostraram-se clevados nos animais desafiados com OVA em relagdo aos
nao desafiados. A pré-exposicdo ao DMTI-II, individualmente, ndo modificou os niveis de
IgE, eotaxina e LTB4 nos animais controle (grupo DMTI-II+PBS), mas elevou
significativamente os niveis de IL-4. Em animais pré-expostos ao DMTI-II e desafiados

com OVA, notamos a potencializacdo dos niveis de IL-4 (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito da pré-exposiciao (4 h) das vias aéreas de ratos ao DMTI-II (10 pg)
sobre os niveis séricos de IgE (painel A) e de IL-4 (painel B), eotaxina (painel C) e
LTBy (painel D) no LBA de animais desafiados com ovalbumina (OVA). Quatorze dias
apos a sensibilizagdo, os animais foram submetidos a instilagdo intranasal de 0,2 mL de
solucdo contendo DMTI-II na dose de 10 pg ou PBS (0,2 mL) 4 h antes do desafio com
OVA (0,2 mL de solu¢ao de OVA contendo 5 mg/ mL) ou da exposi¢ao ao PBS, no caso
dos animais controle. O LBA e o soro foram recolhidos 24 horas ap6s o desafio com OVA.
Os resultados estdo apresentados como média = E.P.M. de n = 5 animais por grupo. *P<

0,05 comparado ao grupo PBS+PBS; “P < 0,05 comparado ao grupo PBSTOVA.
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4. Discussao

O estudo dos papéis bioldgicos dos inibidores de Dimorphandra mollis possibilita
esclarecer a aplicagdo destas moléculas como ferramenta biologica. Nos ultimos anos, os
estudos mostraram que DMTI-II apresenta acdo inseticida (35,36), pro-inflamatoria,
decorrente do aumento da permeabilidade vascular por mecanismo dependente de ativacao
mastocitaria (37) e, mais recentemente, verificou-se que este inibidor ¢ capaz de promover
intenso infiltrado leucocitario na cavidade peritoneal (38). A presenca macica de
eosino6filos em tempos tdo precoce nos chamou a atencdo e nos incentivou a investigar o
efeito do DMTI-II no modelo de inflamagao pulmonar alérgica.

Quando instilado intranasalmente em ratos nao sensibilizados, DMTI-II induziu um
aumento marcante de neutrofilos no LBA de 4 h e 16 h, mas ndo afetou o influxo
eosinofilico. A dose escolhida de DMTI-II, na realizagdo deste primeiro protocolo
experimental (10 pg) foi baseada nos resultados obtidos no modelo de peritonite. Os
tempos escolhidos para se verificar a curva tempo-efeito de DMTII-II (de 4 a 24 h) nos
permitiram acompanhar os eventos celulares agudos desencadeados por este inibidor (38).

No modelo de inflamagao pulmonar alérgica, os resultados obtidos mostraram que o
desafio de ratos previamente sensibilizados com OVA induz o aumento do ntimero de
eosindfilos no LBA, sangue e na medula ¢ssea, mostrando assim a eficacia dos protocolos
de imunizacao e desafio com OVA (81-83).

A pré-exposicao das vias aéreas ao DMTI-II, 4 e 16 h antes do desafio antigénico,
aumentou o influxo de eosinofilos no LBA, e a partir de 2 h, observamos um aumento no
numero de neutrdofilos. Esses resultados indicam que o DMTI-II contribui para a

exacerbacao pulmonar alérgica, apresentando um componente neutrofilico em sua resposta.
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Ha evidéncias crescentes da participagdo dos neutrofilos no processo alérgico em geral e,
particularmente, na asma (39,84). Trabalhos prévios tém mostrado que pacientes com asma
grave apresentam um grande acimulo de neutréfilos na secrecdo de vias aéreas, sendo este
acumulo intimamente relacionado com a obstrucao ao fluxo aerifero (85).

Com o objetivo de avaliar se havia uma resposta dose-dependente para a
exacerbacao da migragdo celular para as vias aéreas dos ratos, utilizamos doses de 1, 10 e
50 pug de DMTI-II, fixando o tempo de pré-exposicao em 4 h. Notamos um aumento dose-
dependente para neutrofilos no LBA, enquanto que o influxo de eosinoéfilos ndo sofreu
alteragdo.

A medula 6ssea desempenha um papel importante na resposta inflamatéria alérgica
(71). Os eosinofilos sdo granuldcitos derivados de precursores mieldides localizados na
medula 6ssea em resposta a ativagdo promovida por citocinas e, na presenga de estimulos
apropriados, os eosinofilos sdo liberados na circulacdo sanguinea e recrutados para os
tecidos inflamados. Evidéncias indicam que varias vias estdo envolvidas nesse processo,
incluindo estimulo de células residentes na medula 6ssea, secrecdo de fatores de
crescimento hematopoiéticos induzida por alérgenos e recrutamento de células (86). Além
disso, a exposi¢do das vias aéreas a alérgenos promove na medula 6ssea, proliferacdo e
diferenciacdo de células progenitoras na medula ossea (87-89). Nossos resultados
mostraram um aumento significativo no numero de eosindfilos na medula 6ssea de animais
desafiados com OVA em 24 h, sendo este aumento potencializado nos animais pré-
expostos a0 DMTI-II. Da mesma forma, observamos também um aumento do numero de
neutro6filos na medula de animais desafiados e pré-expostos ao inibidor de D. mollis. E
interessante notar que DMTI-II, promove, individualmente, a eosinopoiese quando

administrado pela via intranasal, mas nao a producao de neutrofilos, exceto em 16 h. Além
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disso, o acimulo de eosinéfilos encontrado no LBA coletado de animais desafiados com
OVA e pré-expostos ao DMTI-II também foi acompanhado pelo aumento significativo de
eosinofilos no sangue periférico. Entretanto, quando analisamos a presenga de neutrofilos
no sangue periférico observamos que somente no tempo de 2 h de pré-exposi¢ao ao DMTI-
IT ocorre um aumento no nimero de neutrdfilos circulantes.

O aumento do infiltrado eosinofilico também foi observado nas vias aéreas de ratos
que receberam DMTI-II 4 h apos o desafio antigénico com OVA (protocolo de pos-
exposi¢ao). O influxo de neutrdfilos para o LBA também foi observado; entretanto, quando
comparamos os resultados obtidos na pré- e pds-exposicao, observamos que somente o
influxo eosinofilico foi maior quando os animais sensibilizados e desafiados receberam
DMTI-II 4 h apds a OVA. Por outro lado, a pds-exposi¢cao ao DMTI-II das vias aéreas em
animais sensibilizados e desafiados com OV A ndo aumentou a producao de neutréfilos e
eosindfilos no tecido medular, assim como observado no protocolo de pré-exposicao.
Também verificamos que o aumento no influxo neutrofilico e eosinofilico no LBA de
animais desafiados e pds-expostos ao DMTI-II foi acompanhado pelo aumento significativo
de neutréfilos e eosindfilos no compartimento sanguineo.

Para elucidar alguns dos mecanismos pelos quais DMTI-II estaria atuando na
resposta inflamatdéria pulmonar alérgica, escolhemos o protocolo de pré-exposicdo para
investigarmos e quantificarmos os niveis séricos de IgE e os niveis de IL-4, eotaxina e
LTB4 no LBA desses animais comparados respectivamente com seus grupos controles.

Varias espécies animais t€m sido usadas como modelos de asma, incluindo cobaias,
caes, camundongos e ratos (90-95). Entretanto, a complexidade da doenca humana ndo tem
sido totalmente reproduzida em animais, existindo apenas modelos de inflamagao alérgica que

reproduzem algumas caracteristicas da doenga, como broncoconstricdo, hipersecre¢do de
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muco e inflamacdo cronica com infiltragdo de leucocitos (96). O procedimento experimental
mais frequentemente utilizado ¢ a indugdo de um estado alérgico, que € caracterizado por uma
hipersensibilidade do tipo imediata ou anafildtica a um antigeno conhecido. Isto pode ser
obtido através da sensibilizacdo a OV A, normalmente associada ao hidroxido de aluminio, que
resulta em imunidade mediada por células e formacdo de anticorpos (principalmente a IgE),
dependente de células T (no caso, células TH,). Apds 14 dias da sensibiliza¢do, a resposta
inflamatoria alérgica pode ser observada nos animais ap6s a provocagdo intranasal ou
intratraqueal com o alérgeno (90,97-100). O modelo experimental escolhido para nosso estudo
foi eficaz, pois o desafio com OVA elevou significativamente os niveis da IgE no soro em
relacdo aos animais instilados com PBS. Nos animais pré-expostos ao DMTI-II e desafiados
com OVA, os niveis séricos de IgE ndo foram aumentados.

A citocina IL-4 ¢ produzida pelos linfocitos Th2, eosinofilos, mastdcitos, basofilos e
até mesmo em certas populagcdes de timocitos. Na vasculatura, esta citocina promove a
expressao de VCAM-1 no endotélio, possibilitando o recrutamento de eosinofilos e outras
células inflamatorias do sangue para o sitio inflamatério. A IL-4 ¢ essencial para a
regulacdo, crescimento e diferenciacdo de células B, e juntamente com a IL-13, regula o
“switch” de classe de imunoglobulinas pelos linfocitos B, aumentando a produgdo de IgE
por estas células (39,52,54). Da mesma forma que a IgE, os niveis de IL-4 estavam
aumentados no grupo desafiado, reforcando a eficacia do modelo proposto. No LBA dos
ratos pré-expostos ao DMTI-II e desafiados com OVA, os niveis desta citocina estavam
ainda maiores, corroborando o importante papel da IL-4 na exacerbagdo da producdo de
IgE e também no aumento do infiltrado inflamatério no tecido pulmonar, especialmente no

recrutamento de eosinofilos.
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A eotaxina ¢ uma CC-quimiocina identificada primeiramente no LBA de cobaias
sensibilizadas com OVA e desde entdo tem sido bastante estudada em modelos
experimentais alérgicos, tais como o da asma (101). Ela é considerada a maior responsavel
pela quimiotaxia seletiva e pela migragao transendotelial de eosindfilos para as vias aéreas
de sujeitos alérgicos (102-104). Acredita-se que a eotaxina e a IL-5 agem sinergicamente
no recrutamento de eosindfilos para o tecido pulmonar inflamado (105-107). Em nosso
estudo, conforme esperado, os niveis de eotaxina nos animais desafiados com OVA
estavam aumentados assim como nos animais que foram pré-expostos ao DMTI-II.
Entretanto, a pré-exposi¢cdo ao DMTI-II ndo foi capaz de elevar os niveis desta citocina de
modo significativo.

Os leucotrienos sdo considerados importantes mediadores pro-inflamatorios
envolvidos na patogénese da asma (108). Sao liberados a partir de varias células
inflamatorias, sendo produtos da via lipoxigenase. Em particular, o leucotrieno B4 (LTB4)
exerce potente acao quimiotatica in vivo e in vitro sobre células polimorfonuclares (109). A
resposta aos leucotrienos, frequentemente de rapido inicio e curta duragdo, ¢ mediada por
receptores acoplados a proteina G, como o BLT1/2 para o LTB4 e CysLT1/2 para os
cisteinil leucotrienos (110). Os cisteinil leucotrienos sdo potentes indutores da
bronconstricdo e do remodelamento das vias aéreas (42,111). No modelo de
broncoconstricdo induzida pela OVA em ratos, o processo inflamatério estd associado ao
aumento da ativagdo da PLA; e produgdo de cisteinil leucotrienos (42). Nossos resultados
mostraram que de fato, o desafio com OVA aumenta a liberagdo de LTB,4 pelas células
presentes no LBA; entretanto, ndo observamos um aumento deste mediador pro-
inflamatério quando analisamos o LBA de ratos sensibilizados e desafiados com OVA e

pré-expostos ao DMTI-II.
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Assim, a pré-exposicdo ao DMTI-II foi capaz de aumentar o infiltrado de
eosindfilos no LBA de ratos sensibilizados, acompanhado de um aumento na produgao
dessas células inflamatérias no tecido medular. Nossos dados sugerem que esta capacidade
do DMTI-II deve-se, principalmente, a sua propriedade pré-inflamatdria anteriormente

estudada e a caracteristica de ser um composto alergénico.
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5. CONCLUSOES
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5. Conclusoes

A pré- e a pos-exposi¢ao das vias aéreas ao DMTI-II exacerba a inflamagao
pulmonar alérgica, com aumento do influxo de células polimorfonucleares

em ratos desafiados com OVA;

A pré-exposicao das vias areas ao DMTI-II aumenta a eosinopoiese pela

medula 0ssea e os niveis de IL-4 no LBA em ratos desafiados com OVA;

A capacidade do DMTI-II em recrutar eosindfilos estd associada,

provavelmente, as propriedades alérgicas dos inibidores de proteinases do

tipo Kunitz.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1454-1, sobre “Investigacéo da_inflamacgao

pulmonar alérgica e ndo-alérgica em ratos expostos a um inibidor de Kunitz
isolado de Dimorphandra mollis", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Edson

Antunes / Karina Fernandes Ruiz, est4 de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacgao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissio de Etica na
Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp em 31 de marco de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1454-1, entitled " nvestigation of pulmonar's
inflammation alergic and non-alergic in rats exposure to Kunitz's inhibitors

isolated of Dimorphandra mollis", is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation

(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in
Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on March 31, 2008.
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