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PREFACIO

Os organismos vivos habitam ambientes gque sofrem
transformacoes constantes. Os seres unicelulares sado os pri
meiros seres a apresentarem uma membrana gue delimita o espacgo
entre o compartimento celular e o meid exterior. Ao longo do
pfocesso evolutivo muitos seres comegaram a agrupar células,
levando a organizacio dos seres multiceluiares. Varios sac os
fatores que contribuiram para a diversidade de formas de vida

e para a formagao dos diferentes Orgdos e sistemas. Varios fa

tores como as adversidades ambientais, necessidade alimentar,
e os fatores quimicos, fisicos e bioldgicos presentes no am
biente propiciaram, ao longo do tempo, os organismos a adequa
rem seus mecanismos genéticos, biogquimicos, fisiolbgicos, ana
tOmicos e imunoléogicos para obter melhor ﬁomeostase interna,
bem como, as suas inter-relagles com o meic externo (RATCLIFFE,
1389).

O principio basico para o entendimento do adven
to da multicelularidade bem como as interacgdes das celulas com

outras células edas ¢élulas com moléculas regulatdrias, se de

ve ao fato que as células possuem membrana citoplasmatica e

gque nelas estao contidas processos de reconhecimento ou adesdo.
Para explicar essas interacoes, evidéncias bem fundamentadas
mostram que o mecanismo de complementariedade & fundamental
nessas interag¢des. A teoria da complementariedade pelo siste
ma chave-fechadura proposto por FISCHER, 1897, (citado por SHA
RON & LIS, 1989), para explicar a interacéo‘da enzima com o
substrato, vem sendo utilizado como base para a explicagdo de
varios fenoOmenos bioldgicos como a teoria para a interagdo do
antigeno com o anticorpo EHRLICH, 1900 - (citado por SILVERS
TEIN, 1989); a organogénese (TOWNES & HOLTFRETER, 1955); a teo

ria da selegdo clonal para explicar a formagio de anticorpos
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especificos (BURNET, 1957; JERNE, 1955); a ingestdo de micror
ganismos pelos fagdcitos via anticorpo e complemento {BERKEN &
BENACERRAF, 1966; RABINOVITCH, 1967) e via lectinas (SHARON &
LIS, 1989); regulacao do sistema imunoldgico através da rede
idiotipica (JERNE, 1974); e manutencido da arquitetura tissular
(ALBERNA & BUCK, 1990).

Um dos campos da ciéncia que permite estudar a
relagdo entre as partes, &a'parte com o todo e @0 todo com ou
tros mais abrangentes é a imunologia, que pode ser definida co

mo sendo: a ciéncia que estuda a capacidade de distincdo pelo

organismo entre o que & seu ou constitutivo.(“self") dagquilo
que n3o € seu ou estranho ("not self") (BURNET, 1957). Os pro
cessos de reconhecimento das células do sistema imunoldgico en
tre si, bem como dessas células com o endotélio, matriz extra
celular, ﬁeoplasias, e microrganismos, se faz atraves moiécg
las de adesao como as integrinas, que fazem parte da superfami
lia das imunoglobulinas (SCHEVACH, 1989; ALBERNA & BUCK, 1990);
das caderinas, que sao as moléculas de adesado dependentes do
ion calcio (ALBERNA & BUCK, 1990)}: e das lectinas ou selecti
nas, que sdo moléculas que reconhecem monossacarideos  presen
tes nas macromoléculas como as glicoproteinas e glicolipideos
(SHARON & LIS, 1989; ALBERNA & BUCK, 1990).

Nos seres invertebradcos, as lectinas sao conside
radas as principais moléculas de opsonizacdo de microrganismos,

bem como, de interacg@o com o sistema complemento e com os ame

.bbcitos de forma semelhante as moléculas de anticorpo nos ver

tebrados (YEALTON, 1981; ROBTERSON, 1983: RATCLIFFE, 1985 ; VA
LEMBOIS e cols., 1986; MARCHALONIS & SCHUTER, 1989). Nos seres
vertebrados, as lectinas presentes na membrana dos leucdcitos
participam na funcio dessas células COMO: na remogdo de restos
celulares e destruigac de microrganismos, nos processos de he

matopoiese (OFEK & SHARON, 1988; SHARON & LIS, 1989) e
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na sua interacao com endotélio e com a matriz extracelular (AL
BERNA & BUCK, 1990). Um outro fato, ainda nao muito bem com
preendido, & que lectinas soliveis existentes nos fluidos bio
légicos dos seres invertebrqdos possuem idiotipos que também
estdo presentes nas imunoglobulinas de mamiferos (MARCHALONIS
e cols., 1989). 0Os estudos das lectinas presentes ou ligados
nos macrofagos, tém mostrado que elas participam de varias fun

¢oes dessas células (ver adiante lectinas e macrofagos). -

Baseado nas informa¢des que mostram a participa
gao das lectinas em.fenamenos imunologicos e o fato destas mo
léculas estarem presentes associadas as células e/ou na forma
solivel nos fliidos bioldgicos de vertebrados, somadas as evi
déncias de gue a Jacalina, uma lectina vegetal D-galactose es
pecifica derivada de sementes de Artocarpus intergrifolia, ter
propriedades bioldgicas importantes que a tornam um interes
sante material para estudos nas dreas de imunoquimica e imuno
logia celular, propusemo-nos investigar neste trabalho o efej

to "In vivo" pela injegdo intraperitoneal em camundongos da lec

tina Jacalina, bem como, verificar o seu possivel efei
to "In vitro" sobre as propriedades funcionais dos macrg
fagos.




I. INTRODUCZRO.
O SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR.

O sistema fagocitico mononuclear é um dos mais
primitivos componentes de defesa, que persiste até os dias de
hoje como um dos mais importantes grupos de células do nosso
organismo. As células dessé sistema foram descritas pela pri
meira vez por METCHINIKOFF em 1908, (citado por SILVERSTEIN,

1989).

Esse sistema & constituido pelos mondcitos do
sangue periférico, por seus precursores monoblastos e pro-mond
citos, existentes na medula Gssea e os diversos macréfagos tis
sulares {van FURTH, 1988) (Tabela 1).

Em camundongeos, os progenitores de macrofagos
aparecem ao redor do quinto dia de vida embrionaria, os macro
fagos diferenciados somente sdo detectados no nono dia,  proxi
mos ao saco vitelino. Subseqlientemente ao longo da organogene

se, 0s macrofagos sdo detectados no figado fetal, baco e medu

la Ossea, respectivamente (GORDON, 1986). Os mondcitos do san

gue circulante podem migrar para Orgdos e tecidos onde diferen
ciam em macrofagos (van FURTH, 1982). Os macréfagos sdo encon
trados em varios tecidos no camundongo adulto, especialmente
nos orgios hematopoiéticos e 6rgdos linfdides como medula os
sea, figado, baco, linfonodo, entre outros (van FURTH, 1982;
van FORTH, 1988). Estas ceélulas podem ser encontradas ainda
abaixo da lamina propria do intestino; na epiderme e no tecido
sub-cutaneo, ac longo de superficiés como o trato broncoalveo
lar e génito~urindrio, (van FURTH, 1988; GORDON, 1986); nos
rins junto aos tidbulos da medula renal e ao complexo justa-gro
merular; em varios 6rgdos enddcrinos como a adrenal e hipofise

nos O0rgaos reprodutores como testiculo, ovirio e utero, onde
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TABELA L - SBISTEMA FAGOC!‘TICO MONONUCLEAR
MEDULA OSSEA TECIDO
Monaoblastos Macréfagos do
Promondcitos - tecido conectivo { histidecitos )
Mondcitos Pete { histidcitos )
Figado ({céiulas de Kupffer )
SANGUE Baco { mocrdfagos da polpa vermelba )
Mondcitos Linfonode { mocrdfagos livres e fixgdos )
Timo
CAVIDADES DO CORPO Meduta dssea { macrdfogos residentes )
Macrdfagos pleurais Tecido dsseo [osteoclastos)
Macréfcgos peritoneais ) Sinovic ( céluias do tipo A )

- + .
Pulmdo ( macrofagos tissulares e alvealar }
Orgdos linfdides associados B mucosa

SITIOS INFLAMATORIOS Trato gastro - intestinal

Mozréfegos do exsudate Trote génito - urindrio

Células epitelidides -Orgdos endderings ( hipdfise , adrenal )

Células gigantes . Sistema nerveso ceniral { macrofogos,
multinucleadas célulos da microglia{reativos) )

Adaptado de:R. Van Furth, 1989 | Gordon , 1986

ﬁé mudangas na atividade macrofagica durante o ciclo menstrual;
no sistema nervoso central e periférico (GORDON, 1986). As ca
viéades serosas como a pleural e peritoneal apresentam os cha
mados macrofagos residentes (van FURTH, 1982). Os macrofagos
residentes tem um tempo de vida relativamente longo, variando
de meses a anos (GORDON, 1986). Na cavidade peritoneal e pleu
ral pode haver repovoamento de macrdfagos o qual se faz atra
vés de mondcitos (van FURTH, 1988). Em alguns sitios como a
cavidade peritoneal, bago e linfonodo pode ocorrer prolifera
¢do local de macréfagos (GORDON, 1986; van FURTH, 1988). Os

macréfagos podem recircular como os linfocitos, migrando das
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cavidades para o sangue periférice e do sangue periférico para
os Orgaos linfdides secundirios como o bago, linfonodo e Oor
gdos linfdides associados & mucosa (van FURTH, 1988).

A proliferacao, o recrutamento e a recirculacio
de macrofagos podem ser dramaticamentéralterados no peritdneo
via estimulo exdgeno. A injegdo de substincias irritantes e
microrganismos na cavidade, induz um forte influxo de células.
Os macrofagos recém diferenciados dos mondcitos do sangue, sio

denominados macrofagos elicitados ou macrofagos inflamatdrios

(van FURTH, 1988). Varios agentes podem elicitar macrdfagos

_no peritdneo: bacilo de Calmette-GHerin (BCG), (NATHAN & ROOT,

1977), Listeria monocytogenes, (BELLER e cols., 1980), lipo

polissacarideo extraido da parede celular de bactérias gram-ne
gativas - (LPS), sulfatoc de berilio, sulfato de dextrana ,
adjuvante de Freund incompleto, adjuvante de Freund completo
(BENBEHANI e cols., 1986) tioglicolato de sodio = (STEEG e
cbls., 1980), proteose-peptona (STEINMAN e cols., 1980}, hia
luronidato de sédioc (PONZIN e cols., 1986) fitohemaglutinina

(NAGAOKA e cols., 1988), concanacalina-A (RAZ e cols.,1977),

. arabinogalactana (LUETTIG e cols., 1989), carragenina (VIJAYA

KUMAR e cols., 1983). Sabe-se no entanto que a atividade fun
cional desses macrofagos varia dependendo do agente inoculado
(ver adiante ATIVACAO DE MACROFAGOS) .

‘ Os macréfagos que sao estimulados "in vivo" ou
"in vitro" e que possuem a capacidade de matar células tumo
rais, reduzida capacidade de apresentar antigenos e de secre
tar intermedidrios reativos do oxigénio e fator de necrose tu
moral, e que geralmente estdo presentes nas reacdes de hiper

sensibilidade tardia sdo denominados de MACROFAGOS ATIVADOS
(MACKNESS, 1971). Um exemple clidssico de macrdfagos ativados,

sdo os macrofagos obtidos apds a injecdo de BCG no periténeo

de camundongos {NATHAN e cols., 1979).
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O desenvolvimento dos macrdfagos se da a partir
de uma célula progenitora comum para os granuldcitos e mondci
to/macrofago, denominada de unidade formadora de coldnia de
granulocito-mondcito (UFC-GM) {NICOLA & METCALF, 1986). A
maturacao e crescimento de macrdfagos pode ser induzida na
UFC-GM, através de 4 fatores hematopoiéticos distintos denomi
nados de: fator estimulador de colonia-l (FEC-1) ou fator es
timulador de coldnia de macrofagos (FEC-M); fator estimula
dor de colonia de granuldcitos e mondcitos (FEC-GM); interleu
cina=-3 (IL-3) ou fator estimulador de coldnia multipotente
e o fator estimulador de coldnia de granuldcitos (FEC~G) (NI
COLA, 1987:; SIEFF, 1987). O modo de acio desses fatores na

maturagao fisioldgica dos macréfagos ainda é pouco conhecida.

MARCADORES MOLECULARES DE MEMBRANA PRESENTES NOS VARIOS ESTA

GIOS DE MATURACAO DO FAGOCITO MONONUCLEAR.

Um dos mais simples métodos de caracterizacgao
dos fagocitos mononucleares é através da citoquimica de estera
se-ndo-especifica, que & uma enzima presente somente no cito
Qlasma dessas células (LI e cols., 1973).

No entanto, com a utilizagdo de anticorpos mono
clonais ou policlonais, varios marcadores moleculares foram
caéacterizados e estudados nas diferentes fases de maturacao
do fagdcito mononuclear; o F4/80, uma molécula presente na
membrana de fagdcitos mononucleares de camundongo (AUSTYN &
GORDON, 13981) e faz parte da familia das integrinas (ALBERNA &
BUCK, 1990); o Mac-l, que &€ o receptor para C3bi, é encontra
do em fagOcitos e sub-populagdes de linfdcitos B (SPRINGER e
cols., 1979); o Mac-2, presente em fagbcitos mononucleares de
camundongos e humanos (HO & SPRINGER, 1982); as lectinas (Ver

LECTINAS E MACROFAGOS) e as moléculas de classe II do complexo




principal de histocompatibilidade (RLEIN e cols., 1978).
Van FURTH (1988), utilizando anticorpos monoclo

nais especificos contra as moléculas F4/80, Mac-2, FcRYII ,

Mac-1 e Ia em promonocitos, mondcitos, macréfagos peritoneais

residentes e macrofagos alveolares de camundongos, mostraram
que promonécitos expressam menos moléculas F4/80, FcRyIX e
Mac-2 gque mondécitos, mas o percentual de mondcitos que expres
sam Mac-2 e FcRyII & menor que o da populacdo de promondci
tos. Os macrofagos peritoneais residentes tem mais marcadores

Mac-1 e Mac-2 gue os mondcitos e menos moléculas Ia que os

- macrofagos alveolares. Os macrofagos alveolares expressam me

nos FcRYII que as demais células testadas. Outros estudos ain
da mostraram que a diferenciacao de fromonécitos para monoci
tos é acompanhado pelo aumento de expressiao de marcadores como
o F4/80, FeryII, Mac-1 e Mac-2, mas n3o de antigenos Ia
(NIBBERING e cols., 1987a). Ja a diferenciac3o de mondcitos
em macrofagos tissulares ndo segué um padrdo distinto, havendo
grandes variag¢des (NIBBERING e cols., 1987b).

EZEKOWITZ e cols., (1981); ALLAN e cols., (1983),

~avaliando a expressao de: receptor ligante de manose-fucose

(RMF), FcRyII, F4/80, Mac-1l e Ia, em macrofagos com diferen
ﬁes estagios de maturacdo demonstraram que os macrofagos e
inflamatdrios apresentam grande expressd3o de RMF, PcRyII,
F4}80 e Mac-1l e pouca éxpresséo de antigenos Ia, enquanto
gue os macrofagos ativados apresentam expressdo de Mac-1 inal
terado, diminuicdo de expressdo dos receptores RMF, RcFyII e
F4/80 e aumento de expressao de antigenos Ia.

As moléculas de Mac~2, estido ausentes em macrofa
gos de medula Ossea, bago, timo, linfonodos, peritoheais resi
dentes e peritoneais elicitados com: Listeria  monocytogenes,
concanavalina-A e lipopolissacarideo (LPS). Apresentam fraca

expressdo em macréfagos peritoneais elicitados com peptona e
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grande expressido em macrdfagos peritoneais elicitados pelo tig
glicolato de sb6dio (HO & SPRINGER, 1982).

BENBEHANI e cols., (1985}, mostram que, macrofa
gos peritoneais de camundongos que expressaﬁ antigenos Ia sao
fortemente positivos para receptores para Fc para moléculas de

IgG 2a (FcRyI) e Mac-1.
ATIVIDADE FUNCIONAL E PRODUTOS SECRETADOS PELOS MACROFAGOS.

Os macrofagos sao caracterizados por serem uma

~ populacgdo bastante heterogénea gquanto a sua atividade funcio

nal, bem como no padrio de secrecdo de substancias. A.ﬁnica
funcdo caracteristica e comum &s diferentes populagoes de ma
cxrofagos € a capacidade -de realizar fagqcitose (van FURTH,
1988). Os macrofagos tem uma atividade basica ou constitutiva,
que &€ a manutengdo da homeostase local. Ao receber um sinal
de anormalidade, o macr6fago € capaz de modular as suas fun
¢bes. Essas células diferem bastante de outros sistemas de cé

lulas diferenciadas como os linfdcitos B, que uma vez ativadas

- podem ou ndo secretar anticorpos. A capacidade que o diferen

cia funcionalmente das demais células & a sua habilidade de in
éuzir ou reprimir, vias metabdlicas e genes, adaétar ou modi
ficar seu comportamento em resposta as mudancas ao seu redor.
Para tanto, o macrdofago pode expressar grande variedade de fe
nétipos dependendo do seu estagio de maturacdo e/ou  estimulo
recebido. Como exemplo, na inflamacao induzida no peritoneo
de camundongos, os macrofagos residentes ou recém-migrados, mo
bilizadbs pelo agente irritante, se tornam ativos funcionalmen
te percebendo mudancas no microambiente, tais como Variacéo na
tensido de oxigénio, presenca de determinadas células como os
linfdcitos e polimorfonucleares, materiais estranhos, microox

ganismos ou mudancas no padrdo de proteinas plasmaticas e hor




 F XX E XA AN N A A NN N AN RSN NN R AN N N N AR RN X NENENXENEARNNNNNER NN l‘

- 10 -

monios (WERB, 1983a).

A sua habilidade de adaptag¢ao, traduzidas pelas
mudangas estruturais do citoesqueleto e das propriedades fun
cionais que ocorrem com os macrofagos durante a sua ativacao
podem ser reversiveis (WERB, 1983a; WERB e cols., 19%986a).

As principais atividades funcionais exercidas pe
lo macréfago incluem: inducdo da fase aguda da‘ inflamacao (DI
NARELLO, 1987; BENDATZEN, 1988); regulacio da hemopoiese
(SIEFF, 1987); ativacac e modulagdo do sistema imunoldgico
adaptativo (UNANUE & ALLEN, 1987) e sistema de coagulagao
(PRYDZ & ALLISON, 1978); eliminacdo de agentes infecciosos
(SHARMA & REMINGTON, 1981; ADAMS & HAMILTON, 1988) e células
tumorais (HAMILTON & ADAMS, 1987b); atuar nos processos de re
modelamento tissular e reparo (KORN e cols., 1980; WERB, 1983&}
WERB e cols., 1986a) e organogénese {(SOKOL e cols., 1989). Ver
Tabela 2.

Para exercer suaé atividades funcionais, os ma
crofagos podem secretar mais de 100 substancias biologicamente

ativas (NATHAN, 1987). Dentre elas temos: enzimas, inibidores

. de enzimas, lipideos biocativos, citocinas, proteinas plasmati

cas, hormdnios, outras proteinas e substdncias inorginicas
iWERB, 1986a; NATHAN, 1987; ADAMS & HAMILTON, 1988). Ver Tabe
la 3,

Os‘produtos liberados por macrbéfagos nao siao se
cretadas simultaneamente por uma Unica célula, mas sd@o regula
das pelo microambiente e possuem padrao de secrecdo quantitati
va e qualitativa diferentes, dependendo do seu grau de ativa
cao ou aiferenciagéo (WERB, 1983a; WERB e cols., 1986a). Al
guns produtos como a lisozima, sao constitutivamenté secreta
dos pelo macrbfago em qualquer fase do processo de ativacio ou
maturagdo (GORDON e cols., 1974), j& o ativador de plasminogd

nio é secretado por macrdfagos inflamatdrios e ativados (WERB
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TABELA 2 - FUNGOES GERAIS DOS  MACROFAGOS

REGULACAO

¢ Inflomagdo aguda e cronico
®» Proliferagdo de células

¢ Organogénese ‘

e Coagulagdo e fibrindlise

e Linfocitos T e B

¢ Hemopoiese .
» Metabolismo de lipideos e ferro

®*Proteoses

PROTECAQ

e Contra virus , bactéria e parasitas
¢ Contra fumores :
» Detoxificagdo e estocagem de residuos
enddgenos e exdgenos

- I L .
s Remoclo de celulas e moeleculas
lesadas

Adaptodo de: Werb , 1983 ; Adams e Homilton , 1988 4
Auger , 1988

& CHIN, 1983b). Outros, somente sao secretados por macréfagos

’ativados, como o perdxido de hidrogénio (NATHAN & COHN, 1980).

Alguns, sao secretados em resposta a um estimulo especifico,
como € o caso do fator de angiogénese, que & secretado pelo ma
crofago somente em condigdes de hipoxia (KNIGHTON e cols.,1983).
0 macrdéfago desempenha papel importante no pro
cesso inflamatorio, através da producgdo secrecido de componen
tes do sistema complemento, interleucina-1l, interleucina-6,
interleucina-8, fator de necrose tumoral e metabdlitos do aci
do aracddnico (DINARELLO, 1987; AUGER, 1989). Essas substan
cias levam a um quadro caracteristico de fase aguda dos proces
sos inflamatdrios como: febre, edema, quimiotaxia de polimorfo
nuleares e aumento da producao de proteinas da fase aguda pelo

figado. Em inflamag¢des sistémicas, podem induzir choque hipo




TABELA 3 - PRODUTOS

SECRETADOS

MACROFAGOS

ENZIMAS

Lisazima

Ativador de plasminogénio
Colagenose

Elostase

Angiotensina convertase
Profegses dcidos
Liposes dcidas
Nucleases dcidas
Fosfatase dcidas
Glcosidase deidas
Sulfatoses dcidas
Argingse

Lipose tlipoprotéico
Fosfolipase A, ,
Proteingse citolitico

INIBIDORES DE ENZIMAS

=4
=]

-2 Macroglobuting
-1 Antiprotease

Lipocortina

[+

-1 Antiquimiotripsing

FATORES DA COAGULACAO

Fator X

Fator IX

Fator VI

Fator ¥

Proteina Kinose
Tremboplaosting
Protombina
Trambosponding
Inibidor de fibrindlise

COMPONENTES DO  SISTEMA COMPLEMENTO

Folor B

Fator ©
Properding
inativodor de C3b

B iH

PROTEINAS REGULATORIAS

TNF -

[ 1P |

. -6 , IL-8B

Fatores estimulodores de coldnic {CSF)
Eritropoeting

interferon o o {3

- PGOF

TGF~- B
Timosina By

OUTRAS PROTEINAS

Trosferring
Tronscobaloming |}
Fibronectina
Apolipoproteing €

Substéncic omitzéide a
Substdnciac amiidide P

Haptoglobino

_INTERMEDIARIOS REATIVOS DO OXIGENIO

03
Ha0p
« OH
oCL-

LIPIDEOS

PGE,

PGFy a

Prostagiciing
Trombosang Az
Leucotrienos B,C,D e E
Mono - HETES

Dt~ HETES

PAF

MOLECULAS PEQUENAS

Purinas

Pirimidinos
Gluiationa
Nitritos

Adaptado de Adams e Hamilton, 1988 , Nothan , 1987 ; Werb e Cols , 1986

volémico. JAi nas inflamagdes crdnicas podem levar ao quadro
de mialgia e caqueiia (DINARELLO, 1987; BENDTZEN, 1988; AUGER,
1989; WILLEMS e cols., 1989). Ainda nos processos inflamato
rios, os macrofagos podem agir na hemostasia, pois, sdo capa
zes de ativar a cascata de coagulacio através da sintese e se
crecao da tromboplastina, o mais potente ativador da via ex
trinseca da coagulacido (DEAN e cols., 1984).

Nos traumatismos com injuria tissular e nas in
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fec¢des, que induzem "ESTRESSE" no organismo, os macrdfagos in
duzem hematopoiese através da secre¢do de fatores de crescimen
té hematopoiético como o fator estimulador de coldnia de granu
locitos (FEC-G) e fator estimulador de crescimento de macréfa
gos (FEC-M) ou indiretamente através da producao de fator de
necrose tumoral e interleucina-1l, que ativam linfdcitos T pa
ra a secrecao de interleucina-3 e fator estimulador de coldnia

de granulocitos e macrofagos (SIEFF, 1987).

Se o processo inflamatdério ndo conseguir  elimi

nar o agente agressor, os macrdfagos exercem funcdo importante

- na inducdo da resposta imunoldgica especifica, onde contribui

fazendo a fun¢do de célula apresentadora de antigenos para
linfocitos T. Para tanto, os macréfagos adguirem capacidade
de processar antigenos captados bem como, de expressar molécu
las de classe II do complexo principal de histocompatibilidade
(as moléculas de classe I sd3o constitutivas) que sdo as moléecu
las capazes de se ligar aos determinantes antigénicos e apre
sentid-los aos linfécitos T cD4' via moléculas  de classe II

(ZIEGLER & UNANUE, 1981). @ Os macr6fagos apresentam antigenos

~aos linfocitos T CDS+ via molécula de classe I (HIRAYAMA e

cols., 1988 ; ZIEGLER & UNANUE, 1981). 0 macréfago também
faz parte da.resposta imune como célula acessdria, que através
da liberacdo de citocinas como a interleucina-1, interleucina
6 -e fator de necrose tumoral, etc., modulam a ativagdo e a
proliferacao de linfdcitos T e B (UNANUE, 1989).

Os macrdfagos, apds ativacdo por linfocinas ou
via contato com substdncias presentes no foco inflamatdrio se
tornam altamente efetivos para realizar fagocitose, portanto

importante na imunidade contra agentes infecciosos e neopla

sias. O reconhecimento dos organismos a serem fagocitados é
feito através de receptores para Fc de imunoglobulinas, de

fragmentos do componente C3 do sistema complemento e de lecti
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nas. Apds a endocitose dos organismos, os macréfagos podem ma
ta-los, utilizando dois mecanismos distintos: um dependente de
oxigénio e um outro ndo dependente. Geralmente os macrdfagos
utilizam os dois mecanismos. O mecanismo dependente de oxigé
nio, requer a producdo e liberacdo intracelular de intermedia
rios reativos do oxigénio. J& o mecanismo independente de oxi
génio consiste na acidificacdo do fagolisossomo com a acdo das
enzimas: hidrolase acida e lisozima {GABIG & BABIOR, 1981).

As aﬁividades anti-tumorais dos macrdofagos tem
despertado grande interesse nos dias de hoje. Estas células
podem suprimir o crescimento de tumores via liberacdo de fato
res como as prostaglandinas. Para matar as células tumorais,
os macr6fagos nido precisam realizar a fagocitose mas podem fa
z8-1lo através da secrecdo de substdncias como enzimas lisosso
mais, intermediarios reativos do oxigénio, proteases citoliti
cas, fator de necrose tumoral e interferons. ({HAMILTON &
ADAMS, 1987; WNATHAN, 1987). Pode também fazé~lo, através de
enzimas proteoliticas presentes em sua membrana (JOHNSTON, Jr.,
1988).

Além de participar do processo inflamatdrio, dos
processos de inducdo da resposta imune, da imunidade contra mi
éroorganismos e tumores, os macrdfagos sdo importantes nos pro
cessos de reparo e remodelamento tissular. Os macrofagos pre
sentes ao redor das feridas degradam as células e tecidos lesa
dos, as fibras da matriz extracelular e produtos decorrentes
da ativacdo da cascata de coagulacio. Este processo & - feito
através da liberacio de proteases, anti-proteases, colaggnase,
eslastase e fatores fibrinoliticos. Em seguida efetua a remo
¢ao de células lesadas e moléculas degradadas pelés ehzimas
via fagocitose e por fim secretam fatores que induzem a ativa
¢do dos fibroblastos e substdncias que induzem angiogénese re

parando assim o tecido lesado. (WERB, 1983a; WERB e cols.,




1986a; NATHAN, 1987).
ATIVACAO FUNCIONAL DOS MACROFAGOS

A atividade funcional dos macréfagos & dependen
te do seu estagio de maturacdo, alteracdes no microambiente
e/ou de sinais provenientes de células do sistema imunoldgico
(ADAMS & HAMILTON, 1984; ADAMS & HAMILTON, 1988). As funcdes
gerais dessas células se tornam mais evidentes durante a sua
maturacdo de pré-mondcitos para mondcitos. Os macréfagos tis
sulares residentes geralmente tem um potencial funcional menor
que o dos mondcitos, ‘devido a supressdo exercida por substdn
cias existentes no microambiente local. Os macrdfagos de fo
cos inflamatdrios ou elicitados por agentes, tem uma atividade
funcional maior ou sac mais responsivos a agentes que os ma
crofagos residentes e mondcitos (ADAMS & HAMILTON, 1987; ADAMS
& KOERNER, 1989). |

As bases biomoleculares que fundamentam as va

rias alteracoes nos macrofagos durante a sua atlvacao tem sido

‘ demonstrados nos ultimos anos. A capac;tagao funcional (ativa

¢do), bem como a sua regulagao podem ser mediadas_por um nﬁmg
ro grande de substdncias exdgenas como ¢ lipopolissacarideo
(LPS} proveniente de bactérias e protozodrios e substdncias en
dééénas como as citocinas, lipideos bioativos, hormdnios e lin
focinas como o interferon y (IFN-y) (ADAMS & HAMILTON, 1988;
MILON e cols., 1988; ADAMS & KOERNER, 1989)}.

A ativacao dos macréfagos traz como consequéncia
altera¢des nessas células como o aumento ou diminuigio de re
ceptores de membrana; secrecdo de produtos e capacifacao meta
bdlica transdutora de sinais e de efetuacio de resposta. Como

exemplo, © aumento de endocitose e a atividade secretdria ob

servada nos macrofagos inflamatdrios é devido ao aumento do nd




mero de receptores e aumento de sintese dos produtos de secre
¢do. Ja a capacitac¢do dos macrdfagos inflamatdrios de respon
derem aos peptideos N-formilados e aoc IFN~y, se deve ao fato
da mudan¢a de afinidade dos receptores para essas substincias,
bem como, da alteracdo e/ou sintese de proteinas intra-celula
res com fungdo regulatdria (ADAMS & KOERNER, 1989). 0 pfoceg
so de ativagao de macrbofagos inclui ainda a ativagdo de genes
como 0s protooncogenes c-fos, c-myc, JE e EKC {(ADAMS & HAMIL
TON, 1987; HAMILTON & ADAMS, 1987a).

As vias de ativagao dos macrdfagos podem ser

~ classificadas em cascatas de sinalizacgdo, gue estdo divididas

em cascata I, II, 1III e IV. A cascapa I resulta em uma estimu
lagao tardia na atividade da proteina quinase C e um lento in
fluxo de ions calcio. O IFN-y é o principal ativador desta
cascata. A cascata II, consiste em quebra de polifosfatidili
nositois, produgao de diacilglicerol, producdo de inositol tri
e tetra-fosforilado, estimulacao fépida da proteina quinase C
e rapido influxo de ions cdlcio e sddio. Os principais ativa
dores dessa cascata sao: LPS, fator agregador de plaquetas
(FAP), peptideos N-formilados e com atividade parcial o fator
de necrose tumoral (FNT). A cascata III, induz genes envolvi
éos na fase precoce de ativacgdo dos macrofagos e incluem entre
outros os genes: KC, p-38, 57, 75, 80 e 85. Os principais ati
vaéores desta cascata sdo o LPS, maleilato de albumina bovina
e com atividade parcial o FNT. A cascata IV, induz um aumento
rdpido de niveis de adenina-monofosfato ciclico dentro da célu
la. A principal ativadora desta cascata & a prostaglandina E,.
A expressdo de antigenos Ia e monocinas como o FNT e a inter
leucina~-1, por exemplo, & consequente da ativacio dés cascatas
I, 1T e IIT (ADAMS & KOERNER, 1989).

Dentre as diversas substidncias capazes de ativar

o macréfago, asmais conhecidase estudadas sdo: IFN-y e LPS. 0
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IFN-y, induz entre outras, a atividade fagocitica e a morte de
microbios patogénicos através de mecanismos dependentes de oxi
génio (NATHAN e cols.,_1983) e por mecanismos independentes de
oxigénio (MURAY e cols., 1983). Ele tem ainda a capacidade de
ativar o macrofago para secretar interﬁediérios reaﬁivos do
oxigénio (IRO) (NATHAN e cols., 1984); aumentar a expressio
de moléculas de classe I do complexo principal de histocompati
bilidade (CPH} e de induzir a expressio de moléculas de classe
IT do CPH (STEEG e cols., 1982; KING & JONES, 1983); aumentar

a expressao de receptores para Fc de imunoglobulina G (GUYRE e

~cols., 1983); induzir atividade anti-viral (VOGEL e cols.,1986);

inibir a capacidade proliferativa em linhagem de macréfagos
{(GOLDBERG e cols., 1985; secretar o combonente C, e fator B do
sistema complemento (STRUNK e cols., 1986); diminuir a expres
sao de receptores para transferrina (WEIEL e cols., 1987);: di
minuic¢do da secrecdo de apolipoproteina E (WERB e cols.,1986b)
e potencializar o efeito do LPS na produgdo e secrecioc de FNT
(BEUTLER e cols., 1986).

A express3o de moléculas de classe II do CPH em

.macrofagos, pode ser induzido por outras substincias além do

IFN-y. A interleucina 4 (IL-4) também induz expressdo de molé
eulas de classe II (RENNICK e cols., 1987; FEHLING e cols.,
1989). O FNT-a sinergiza com o IFN-y na inducdo de moléculas
da'classe I (CHANG & LEE, 1986). Alguns elicitadores de ma
crofagos peritoneais "in vivo" induzem macrofagos com grande
expressao de moléculas de classe II, capacidade de secretar in
terleucina-1l e capacidade de apresentar antigenos. Dentre es
tes ageﬁtes, temos: o bacilo de Calmette-Gfierin {BLUMENTHAIL

e cols., 1983), sulfato de berilio, LPS (E. coli e 8.
typhimurium), adjuvante de Freund completo (BEHBEHAMY e
cols., 1985), concanavalina-A (SHAPIRO e cols., 1985) e fa

tor estimulador de coldnia de granuldcitos e macrofagos




(FEC-GM) (MORRUSSEY e cols., 1988).

A ativacao do macrd6fago para a atividade tumori

cida depende de um mecanismo complexo para.tornar o macrofago

capaz de capturar o tumor via Fec de imunoglobulinas ou lecti
nas, secretar substéncias citotoxicas como os 1IRO, proteases,
FNT, interleucinas e interferons (HAMILTON & ADAMS, 1987). Pa
ra tanto, sio necessirios pelc menos dois sinais para tornar o
macrofago capaz de matar a célula tumoral. O primeiro ativa
dor € o IFN-y. Apds a exposicdo de macréfagos ao IFN-y, estes
se tornam reponsivos ao LPS, que & considerado como o segundo
sinal ou ativador. Os macrdfagos estimulados primeiro com o
IFN-y e depois com LPS se tornam exqelentes células capazes de
destruir a célula tumoral (HAMILTON & ADAMS, 1987). Assim co
mo o LPS, algumas substancias podem atuar como segundo sinalji
zador, dentre elas temos: a Listeria monocytogenes mortas por
autoclavagao, o muramil~dipeptideo e maleinato de albumina bo
bina (JONHSON e cols., 1982; SCﬁREIBER e cols., 1983; FIDLER,
1985; PACE e cols., 1985). Ji substincias capazes de mimeti
zar ¢ efeito do IFN~y nao tem sido descrito na literatura. -

A atividade de citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (CCDA) em macrofagos, pode ser induzida por va
fias citocinas como: IFN-a, B e vy, interleucina 2 (IL-2),
interleucina 1 (IL-1), FNT e fator estimulador de coldnia
de.macréfagos (FEC-M) (RALPH & NAKOINZ, 1987; RALPH e cols.,
1988).

O estudo da ativacao de macrofagos utilizando fa
tores enddgenos é bastante recente e é muito importante para o
entendimento da modulac&o da atividade funcional dos macrofa
gos nos diversos processos imunolégicos, inflamatérios e imuno
patologicos. Citaremos a sequir, alguns dados referehtes as
acoes de diferentes citocinas sobre os macrbfagos. O fator de

estimula¢do de coldnia de granuldcitos e macrdfagos (FEC-GM) ,




- 19 -

induz em macrofagos peritoneais residentes o aumento de expres
sdo de receptores para Fe de imunoglobulina G, expressio do an

tigeno Mac-1 e interleucina 1 de membrana (MORRISSEY e cols.,

1988). A interleucina 2 (IL-2) & capaz de estimular "in vitro"

a capacidade tumoricida de monécitos,‘bem como a secrecao de
IRO (MALKOVSKY e cols., 1987; WAHL e cols., 1987) e FNT
(ECONOMOU e cols., 1989). Pode também atuar como cofator de
IFN-Y em capacitar a atividade parasiticida (Leishmania major)
de macrofagos peritoneais residentes e da medula Sssea de ca

mundongos (BELOSEVIC e cols., 1990).

A interleucina 3 (IL-3) € capaz de induzir a
transcricao do RNAm para IL-1 e em combinacio com o LPS induz
a sua secrecao para meio extracelular (FRENDL e cols., 19%80).
Induz também mudangas morfoldgicas (aspecto dendritico e ade
réncia) e aumenta a capacidade fagocitica dos macrofagos peri
toneais residentes (CRAPPER e cols., 1985). A interleucina 4
(IL-4), induz em macrdfagos peritoneais elicitados a expressao
de antigenos de classe II do CPH e capacidade de apresentagao

de antigeno (RENNICK e cols., 1987; CRAWFORD e cols., 1987). O

vIFN—y,'FEC—GM, FNT-a e o FAP estimulam os macrbfagos a secre

tar IRO (SOLBACH e cols., 1991).

A ativacao do macrdfago pode trazer consequén
cias que nao sdc benéficas ao organismo, sendo necessario um
sistema que leva a diminuigdo ou supressdo da atividade funcio
nal dos macrdfagos. VAarias substincias endSgenas e exogenas
ten efeito modulatorio sobre os macréfagos.) 0 LPS pode supri
mir parcialmente a expressado de moléculas de classe IT do CPH
induzidos pelo IFN-y (STEEG e cols., 1982), bem como a capaci
dade dos receptores para Fc de induzir secrecio de iRO (JONHS
TON e cols., 1985). Os complexos imunes suprimem a funcéo tu
moricida (ESPARZA e cols., 1983) e a capacidade dos macrofagos

de apresentar antigenos (VIRGIN e cols., 1985). Os glicocorti
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cOides inibem a produgdo de IL-1 (SNYDER & UNANUE,1982), FNT
(BEUTLER e cols., 1986), prostaglandinas e colagenase (WAHL &

WAHL, 1985), bem como, suprimem a express@o de antigenos de

‘classe II do CPH induzidos.pelo IFN-y (WARREN & VOGEL, 1985).

A anti-protease a, - macroglobulina (a,-M), ini
be o0s macrofagos ativados de secretarem proteases neutras e
citoliticas, de libertar IRO e de expressar moléculas de clas
se II do CPH (ADAMS & HAMILTON, 1984;:; FELDMAN e cols., 1985).
A prostaglandina E, inibe a capacidade tumoricida e a capacida

de de apresentacdo de antigenos dos macréfagos (GEMSA, 1981).

~ J& o fator transformador de crescimento (FTC) a e 8 e o fator

desativador de macréfagos (FDM), suprimem a secrecio de IRO e
intermediarios reativos do nitrogénio (IRN) em macrdfagos ati
vados estimulados pelo IFN-y (TSUNAWAKI e cols., 1988; SRIMAL

& NATHAN, 1990; DING e cols., 1990).
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RECEPTORES EM MACROFAGOS.

Como os macrofagos possuem a versatilidade de re

‘gular eficazmente sua maquindria bioquimica, bem como, modi

ficd-la para exercer as suas funcdes biocldgicas, & de se espe
rar que essas células sejam eficientes na captura de sinais
provenientes do microambiente gque os cerca. Para tanto, & ne
cessario que essas células expreséem receptores de membrana ca
pazes de traduzir a mensagem para o meio intra-celular, pos

sibilitando assim ativar ou reprimir genes e vias metabdlicas

para responder ao estimulo recebido.

Os macrofagos podem ter em sua membrana plasmati
ca, mais de 50 receptores especificds para ligantes, gque foram
testados quanto a sua especificidade e saturabilidade .de liga
gdo ao ligante (WRIGHT & SILVERSTEIN, 1986; ADAMS E HAMIL
TON, 1988). (Tabela 4). Cabe lembrar que um macrofago nao
expressa todos esses receptores ao mesmo tempo. A expressao
do receptor estd relacionado a fatores como nivel de diferen

cia¢do das células, estado de ativac2o, a atividade funcional

e principalmente ao microambiente onde se encontra (WERB ,

1983; WRIGHT & SILVERSTEIN, 1986; ADAMS & HAMILTON, 1988).

” Os receptores de macrofagos sdo bastante diversi
ficados e abrangem os envolvidos na endocitose como: recepto
res para Fc de imunoglobulinas, receptores para varios compo
nentes do sistema complemento, receptores para agucares especi
ficos | (lectinas), e receptores para lipoproteinas modifica
das quimicamente ou ndo e proteinas como transferrina e lacto
ferrina (NATHAN, 1987; ADAMS & HAMILTON, 1988). HA também uma

grande variedade de receptores para moléculas com funcdo regu

latoria como os fatores hematopoiéticos, citocinas, neuropepti

~deos, agentes adrenérgicos, agentes colinérgicos, histamina |,

etc., Cabe lembrar, que a natureza molecular, bem como, a ati
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TABELA 4 -  LIGANTES A RECEPTORES DE MACROFAGOS
PROTEINAS REGUILATORIAS GLtCOPﬁOTEfNAS E_CARBOIDRATOS
1IFN ct & IFN ﬁ : . Glicoprotelnos com manose 7 fucose terminal
IFN vy Glicoproteinas com manose - & - fosfato terminal
CSF-1 Glicoprotelnas com galactose terminal
TNF Heparing -
a -2 Macroglobuling
insulina PEPTIDEOS E MOLECULAS PEQUENAS
Glleocorticdides
PAF Sub;!&nciu p
MIF Angiolensina
IL-2 . Encefalings / endorfinas
-3, I.—4 Arg - vasopressina

Histamina {receptores Hy e Hy )
IMUNOGLOBUL INAS Peptideos - N formilados
196 24 $,2,5 ~ Dihidroxi vilamina Os
19Gayp / 196, Serotoning
19G3 ‘ ,
194 LIPIDEOS E LIPOPROTEINAS
gk

LDL
COMPONENTES DO SISTEMA COMPLEMENTO p ViDL
Clg Leucotrienn C
C3b ‘ Leucolriena D4
C3bi Leucotrieno By
C3d Prostogionding E2
CSa .
QUTRAS PROTE (NAS OUTRAS MOLECULas
Transferrina Agonistgs cotinergi:':os
Loctoferring . Agonistas o adrendrgicos
Fibrina

. Agonistos B odrenérgices
Fibronecting

Produtos de fibrinogenio

Fator Vil da coagulacdo

Fator Vile do cooguiogo

Protefnus conjugadas com malgingtg
Q ¢=Antitrandina

Lamining

Adaptado de Adams e Homilton , 1988 1 Wright e Silverstein , 1986 | Nathan , 1987

vidade modulatdria que estas moléculas exercem sobre os macrd
fagos é pouco conhecida (NATHAN, 1987; ADAMS & HAMILTON, 1988).

) Adiante, descreveremos com maior profundidade os
receptores que interessam ao nosso trabalho, como os recepto

res para Fc¢ de imunoglobulina G, componentes C3 do sistema

complemento e com atividade de lectina.
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RECEPTORES PARA A PORCAO Fc DA IMUNOGLOBULINA G (FcyR).

08 receptores que reconhecem o dominio Fc das
imunoglobulinas estdo presentes em vArios tipos de células do
sistema imune, como nos: macrdfagos, ;infécitos T e B, células
matadoras naturais e polimorfonucleares, (RAVETCH e cols.,1986).
Os primeiros estudos que demonstram a existéncia de receptores
para Fc de IgG (Fcy R} em macrofagos, foram realizados por BER
KEN & BENACERRAF, (1966). Os FcR sdo membros da superfamilia
dos genes que codificam as imunoglobulinas, (RAVETCH e cols.,
1986) . |

Os camundongos e humanos tém_,‘i_:rés' receptores paralgG:
FcYyRI, FcyRII e FceyRIII, (UNKELESS e cols., 1988). 0s re
ceptores diferem entre si e séo definidos pela sensibilidade &
tripsina, afinidade pelos diferentes isdtipos de imunoglobuli
nas humanas e de camundongos e pela expressac nos diferentes
tipos de leucocitos. O FcyRI se liga a IgG 2a e IgG 1 com
grande avidez, e & encontrado somente em macrofagos (UNKELESS

-

& EISEN, 1975). E sensivel & tripsina, (UNKELESS, 1977), tem

~um peso molecular de 72 Kd e é altamente glicosiiado, (RAVETCH

-

e cols., 1986). o FcyRi pode apresentar polimorfismo, ja
éue tem dois genes que o codificam (a e B); os produtos des
ses genes diferem quanto a porcao responsavel pela codificacio
do dominio citoplasmiatico, (HUIZINGA e cols., 1990). O FcyRII
liga com alta afinidade és‘moléculas de IgG 2b e IgG 1l e com
baixa afinidade com IgG 2a, (DIAMOND & SCHA&FF, 1980; UNKE
LESS, 1979). Estes receptores sido resistentes a tripsina, (UN
KELESS, 1979), sa&o glicosiladas e tem um peso molecular de
40 Kd, (UNKELESS e cols., 1988). Dentre os receptores para
Fc de IgG, este &€ o que possui dominios com maior homologia
com as imunoglobulinas. Essas moléculas podem ser codificadas

por trés genes diferentes (ay, B,s By), que codificam estrutu
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ras que diferem quanto a sua seqgliéncia sinalizadora, sua por

¢ao transmembrana e dominio intracitoplasmatico. O gene o, é
transcrito em macrofagos e células matadoras naturais, o gene
B, & expresso predominantemente em linfécitos T e B, enguanto
que, o gene 8, é expresso preferencialmente em macréfagos, (RA
VETCH e cols.,, 1986).

O terceiro e Gltimo, FcyYRIII & caracterizado por
ser especifico para IgG 3, (DIAMOND & YELTON, 1981). A sua

estrutura molecular & desconhecida. Sabe-se no entanto, que o

gene responsavel pela sua codificacdo estd prdximo ac gene que

_icodifica ¢ Fc eRI; (RA e cols., 1989), bem como, que esta molée

cula ndo é ancorada em fosfatidil-inositol-glicana como ocorre
com ¢ FeYRIII em humanos, {SCALLON e-ccls,, 1989) .

Os macrofagos além de ter FeyR, tem receptores
para IgE, (SPIELBERG e cols., 1983) e 1IgM, (HUNSON, 1967;
MANTOVANI, 1981; ISAAC & MARIANO, 1988).

Os FcyR desempenham‘um papel vital na imunidade
do hospedeiro, pois, servem de elo entre a resposta imune humo

ral e celular, auxiliando nos processos de fagocitose, remocdo

de complexos imunes, células lesadas ou velhas, na atividade

citotdxica contra tumores e microorganismos, e na regulacioc de
diferentes células envolvidas na resposta imunologica.

Dentre os diferentes tipos de FcR existentes, os
FcYR desempenham papel importante na fagocitose de particulas
opsonizadas com anticorpo, devido ao fato da 1IgG ser o anti
corpo encontrado em maiores quantidades nos fliidos bioldgicos
e 0 FcyR estar distribuido em quase todas as células envolvi
das na resposta imune. Os FcYR estdo envolvidos na fagocito
se de particulas estranhas (RABINOVITCH, 1967; REYNOLDS,1974)
bem como, de material autoctone (KAY, 1975). Sabe-~se hoje,
que os trés tipos de FcyR sdo capazes de ligar e ingerir parti

culas recobertas com IgG (UNKELESS e cols., 1988}. Os FcyR
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sdo importantes para as células matadoras desempenharem a ci
totoxidade celular dependente de anticorpo (CCDA) (HASKILL &
FETT, 1976; ADAMS e cols., 1983). O isotipo de IgG é importan
te para a realizacdo da CCDA. Cabe lembrar que células tumo
rais, protozoarios e helmintos saq destruidos por CCDA.
A remogao de FcyRI através do tratamento pela tripsina, inibiu
em torno de 80% da atividade citotdxica dos macrdfagos sobre
células tumorais recobertas com diferentes isdtipos de 1IgG, e
mostrou que o isdotipo IgG 2a é a molécula mais importante para

mediar essa atividade citotoxica (HAMILTON & ADAMS, 1987),

~apesar da IgG 2b e 1IgG 3, serem também capazes de mediar

tal funcdo (KIPPS e cols., 1985).

Como dissemos anteriormente, os FcyR, via CCDA,
estio envolvidos na imunidade contra parasitas como o :
Trypanossoma cruzi (SANDERSON e cols., 1977): MADEIRA e
cols., 1979; KIERSZENBAUM, 197%; KIPNIS e cols., 1981; LIMA-
~MARTINS e cols., 1985; UMEKITA e cols., 1988) ¢ Schistossoma
mansoni (CAPRON e cols., 1975).

Uma outra funcado importante dos FcyR & fazer a

,remocéd de complexos imunes do sangue {(CLARKSON e cols., 1986),

bem como na remo¢do de hemacias senescentes (KaY, 1975). Quan
do o FcYR é ocupado pelo Fec da IgG complexado com o antige
noe, ‘ele & cap#zr de mediar sinais intracelulares que le
vam a célula a liberar mediadores inflamatSrios como a prosta
glandina E;, (KURLAND & BOCEMAN, 1978), secretar  intermedid
rios reativos do oxigénio como O, e H,0,, due exercem papel
importante na mediac¢do da CCDA, (GOLDSTEIN e cols., 1975 ;
ADAMS &'NATHAN, 1983), e secrecio de vAarias enzimas como a co
lagenase, a lisozima, (PASSWELL e cols., 1980) e hidrolase 1i
sossomais, (CORDELLA e cols., 1974).

A respeito do papel exercido pelos FcyR na modu

lacao da resposta imunoldgica, evidéncias experimentais mos
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tram a predominancia de seu efeito inibitdrio sobre o estimula
tério. Os trabalhos de PHILLIPS & PARKER, (1983) e PHILLIPS
& PARKER, (1985), mostram que isdtipos de IgG associados na
membrana de linfdocitos B, via FcyR, tem efeito inibitério na
proliferacao e secregio de anticorpos induzidos por anti-IgM.
Em macrdfagos, a associacio de complexos imunes via FcyR levam
essa célula a ndo ser sensivel a agdo do interferon y de indu
zir expressdo de moléculas de classe IT do CPH,. (VIRGIN e cols.,
1985). Os linfécitos T e macrofagos secretam FcyR para o

meio extracelular, (FRIDMAN & GOLDSTEIN, 1974 e LOUBE & DOR

. RINGTON, 1980). Estes FcyR soliveis sd3o capazes de suprimir a

producdo de anticorpos pelos 1linfdcitos B de modo a ser dose e
tempo dependentes, (FRIDMAN e cols., 1987). Os receptores de
FcyR em 1inf6citos T auxiliares, quando ativados por fragmen
tos de Fcy, sdo capazes de induzir a proliferagdo desta célula,
induzir a secrecado de linfocinas e fatores de crescimento de

linfocitos B, (MORGAN e cols., 1981).
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RECEPTORES PARA O COMPONENTE C3 DO SISTEMA COMPLEMENTO EM MA

CROFAGOS.

Os seres vertebrados e invertebrados, constante
mente sofrem ataques e sdo invadidos por varios tipos de patdge
nos. Filogeneticamente o mais antigo mecanismo de resisténcia
destes seres contra os agentes agressores € o sistema comple
mento, que € composto por um complexo grupo de proteinas e gli
coproteinas existente nos fluidos bioldgicos,que seinteragem en

tre si em forma de cascata semelhante a que ocorre com o siste

. ma de coagulacdo.Aativacdodos componentes do sistema complemen

to resulta na inducgdo e a regulacido @a reagdao inflamatodoria, na
opsonizacao das particulas para a fagocitose, na mediacio da
citotoxicidade direta contra células e microoiganismos e, na
regulacao das fun¢des de linfdcitos e macréfagos. A ativacgao
do sistema complemento gera a €3 convertase que cliva a molécu
la de C3, originando dois fragmenﬁos denominados de C3a e C3b.
A molécula de C3 e os produtos derivados de sua clivagem, tem

importancia no papel desempenhado pelos macrdfagos, ji que es

. sas células tem receptores para tais moléculas, (FEARON & WONG;

1983).

“ Um dos receptores para produtos derivados da cli
vagem de C3 é o CR1 que liga preferencialmente moléculas de
C3$, mas & capaz de ligar is moléculas de iC3b (C3 inativado)
e C4b, (WONG & FEARON, 1987).  Este receptor tem viarias for
mas alotipicas que si3o glicosiladas e possuem peso molecular
que variam de 160 a 260 Kd, (DYKMAN e cols., 1985). Em sua es
trutura encontram-se segmentoslrepetitivos que permitem a liga
¢do com varias moléculas de C3b ou C4db, (KLICKSTEIN e cols.,
1988). O CRl é encontrado em: mondcitos, macréfagos, eritroéci
tos, granuldcitos e células do epitélioc gromerular renal (ROSS.

& MEDOF, 1985). O CR1l faz parte da superfamilia de proteinas




- 28 =

importantes na ativagdo e regulagdao da cascata do sistema com
plemento, dentre elas temos o: fator H, C4Bp, CR2, DAF, C2
e fator B (KRISTENSEN e cols., 1887). A ades@o e a fagocito
se de particulas ou complexos imunes opsonizados com C3b ou
C4b é uma das funcoes exercidas pelo CR1, no entanto, para
que as particulas sejam internalizadas € necessirio um segqundo
sinal no macréfago via receptor FcR (EHLENBERGER & NUSSENZWEIG,
1977). A principal fun¢do fisioldgica desempenhada pelo CR1
é a remogdo de complexos imunes da circulac3o através da liga

¢do desses aos eritrdcitos, que transportam os complexos imu

_nes dos locais de formacdo para serem degradados nos  sinuséi

des hepaticos pelos macrdfagos (CORNACOFF e cols., 1983). o]
CR1 tem funcgado importante na degradagdo do C3b e C4b, levan
do a formagdo de C3dg e C4d respectivamente (ROSS & MEDOF,
1985) .

Um outro receptor para produtos resultantes da
clivagem de C3 &€ o CR3 ou CD11b/18, que & o receptor para iC3b
(WRIGHT e cols., 1983). | Em camundongo esta proteina & denomi

nada de Mac-1 (SPRINGER e cols., 1979). O CR3 & membro - da

. familia das moléculas de adesdo de leucbcitos (Integrinas) on

de estdo incluidos entre outros o LFA-1 (antigeno.funcional de
iinfécitos - tipo 1) e o pl50/95. A funcao das integrinas &
fazer a adesao dos leucdcitos com outros leucdcitos, com o en
dotélio e com as fibras cplégenas da matriz extravascular,
(ALBERNA & BUCK, 1990). Estas moléculas s3o heterodiméricas,
ndo covalentemente associadas, e tem em comum a cadeia B, com
um peso molecular de 95 Kd. A cadeia a € distinta de wuma mo
légula éara cutra, porém, tem um peso molecular aproximado1de
15 Rd, (SPRINGER e cols., 1982). 0 CR3 reconhecer a seqtién
cia arginina-glicina-aspartato (RGD) na molécula de iC3b,
(WRIGHT e cols.,, 1987). Esta propriedade faz com que o CR3

reconhe¢a esta segfléencia em moléculas que ndo fazem parte da
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cascata do sistema complemento, fazendo com que os leucdcitos
possam interagir com diversas moléculas como o fator X da cas
cata de coagulagao (ALTIERI & EDGINGTON, 1988), com o fibrino
génio (WRIGHT e cols., 1988) e com a glicoproteina gp 63 da
membrana dos parasitas do género Leishmania, (RUSSEL & WRIGHT,
1988). O CR3 como o CRl é capaz de ligar-se is particulas re
cobertas com produtos de clivagem de €C3. No entanto, é inca
paz de promover a internalizagdo de tais particulas a ndo ser
que haja concomitaﬁtemente a formacac de uma interacdo conjun

ta via FcR, (SILVERSTEIN e cols., 1988). Particulas opsoni

_ zadas com C3b e produtos derivados de sua clivagem nao induzem

a liberagdo de prostaglandina E, pelos neutrdfilos e macréfa
gos, (ADERUM e cols., 1985) bem como ndo promovem a liberacdo
de H,0, de monécitos humanos (WRIGHT & SILVERSTEIN, 1983) e ma
crofagos peritoneais residentes de camundongos (YAMAMOTO &
JOHNSTON Jr., 1984}). Portanto, se comportam de forma diferen
te do que ocorre guando particulas se ligam aos faéécitos via
FCYR, onde ha liberacio dessas substancias. No entanto, quan

do macrofagos peritoneais residentes sdo ativados através de

.anticorpo monoclonais anti-CR3 por 48 horas, eles se tornam

funcionalmente capazes de secretar grandes quantidades de H,O,
é passam a expressar moléculas de classe II do CPH (DING e
cols., 1987). Varios microbios sdo capazes de se multiplica
reﬁ dentro dos macrdfagos. Alguns deles sdo internalizados
via CR3, como exemplo podemos citar: Leishmania major (MOSSER
& EDELSON, 1985} Mycobacterium tuberculosis (PAYNE ¢ cols.,
1987) Mycobacterium leprae, (SC&LESINGER & HORWITZ, 1988) ;
Legionella pneumophila, (PAYNE & HORWITZ, 1987) e Histoplasma
capsulatum, (BULLOCK & WHIGHT, 1987). A internaiizacéo des
tes agentes via CR3 & uma forma de explicar o fato destes mi
crorgaﬁismos nao sofrerem a acdo dos metabdlitos ativos  do

oxigénio ao serem fagocitados j& que a ligacdo de particulas
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ao CR3 nao leva a liberacio destas substancias, (SCHLESINGER &
HORWITZ, 1988).

O CR2 é um receptor para C3d .e C3g, & encontrado
principalmente em linfdcitos B e n3o & encontrado em mondcitos

e macroéfagos, (ROSS & MEDOF, 1985). Portanto, deixaremos de

discuti-lo.
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COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (CPH) .

A descoberta do CPH esta diretamente ligado com
os estudos desenvolvidos para explicar os mecanismos que levam
a rejei¢do de transplantes. O fundamento imunogenético para
esse fendmeno se deu com a utilizacdo de animais isogénicos
(geneticamente iguais) em modelo de transplantégéo de tumcres
(LITTLE & TYZZER, 1916). Em 1958, MEDAWAR utilizando animais
isogénicos para os estudos de transplantagdo de pele, verifi

cou que a rejeigao do transplante é determinada pela resposta

imunolégica celular contra antigenos presentes na superficie

da membrana celular do tecido transplantado. ‘A aceitacao do
transplante ocorria quando havia semelhanga entre os antigenos
do doador e receptor. SNELL & STIMPFLING (1966), deu um passo
decisivo ao identificar um importante locus génico responsavel
pela forte rejeigao de transplante, bem como envolvido no con
trole da resposta imunologica, ao gual denominou-o de CPH.

O CPH é bastante conservado entre os vertebrados.

No camundongo & denominado de COMPLEXO H-2 e no homem de

ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (ALH). o complexo H~2 esta

localizado no cromossomo 17 e codifica as moléculas de classe
I, classe II e classe III. Existem até agora 7 régiées distin
tas descritas e estudadas dentro do complexo H-2, denominadas
de: K, A, E, S, D, Qa e Tla, (FLAVELL e cols., 1986).

Os genes de ciasse I estao contidos em quatro 1o
ci génicos denominados de: K, D~L, Qa e Tla. Esses genes
codificam cadeias de peso molecular aproximado de 44 K4, que
estao éséociadas nao covalentemente com a molécula de B 2~mi
croglobulina, um polipeptideo de 12 KD codificado ?elo gene
que se encontra no cromossomo 2 do camundongo. A cadeia de
44 KD tem trés dominios extracelulares (denominados (al, a, e

@3) ancorados por um segmento transmembrana e um segmento cito
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sOlico de 33 aminoacidos, (FLAVELL e cols., 1986). As molécu
las K, D e L s3o altamente polimdérficas (KLEIN e cols.,
1978) e sao expressos na superficie de todas as células nuclea
das. Os produtos da regido Qa-2,3 e Tla sao menos polimdx
ficos, e sdo expressos predominantemente nas células do timo e
em leucemias T. (STANTON & BOYSE, 1976; FLAHERTY, 198l1). Sua
fungao bioldgica & pouco conhecida. |

Os genes de classe IT do CPH estao localizados
no locus génico I, que estd subdividido em quatro locus: I-A,

I-B e I-E. Sorologicamente os produtos codificados pelas re

gioes I-A e I-E sdo designados como antigenos Ia. A regido
I-A tem genes que codificam as cadeias Aa, AB e Ea. E na re
giao I-E, o gene que codifica a cadeia EB. As moléculas Ia

consistem em um heterodimero que s3o formadas pela cadeia a
(35 KD) e.pela cadeia B (29 KD) associadas n3o covalentemente.
Possuem dois dominios extracelulares, um segmento transmembra
na e um outro segmento citosélico, {LIEBERMAN e cols.,b 1972;
FLAVELL e cols., 1986 e HANSEN & SACKS, 1989). As moléculas

Ta sao expressas em determinadas células denominadas células .

apresentadoras de antigenos, como: os macrofagos, linfocitos B,

células de Langerhans da pele, células dendriticas dos &rgios
linfdides secundirios, células do epitélio timico e células do
endotélio, (UNANUE & ALLEN, 1987).

A sub-regido I-B possui genes que requlam a res
posta imunoldgica envolvendo a imunoglobulina IgG 2a, (HANSEN
& SACKS, 1989). Os genes que codificam os antigenos I-J estido
localizados na regiao I-E, (ROBORI e cols., 1986). O peso mo
lecular da molécula Ind & em torno de 20-25 KD (KUMAGAI e
cols., 1984). Estas moléculas séao expressas em linfbécitos T
supressores {(MURPHY e cols., 1976) e estac associados com o
mecanismo de controle da resposta imune (MURPHY, 1987).

08 genes que codificam as moléculas de classe III
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do CPH estdo localizados na regido 8 e s&o responsaveis pela
CQdificacéo das proteinas 04, C2 e fator B do sistema comple
mento (STEINMETZ e cols., 1986).

Além dos genes responsaveis pela codificagéd das
moléculas de classe I, II e III do CPH, o H~2 possui adjaéente
a regido D, os genes que codificam o fator de necrose tumoral
cae B, (MULLER e cols., 1987).

As moléculas codificadas pelo CPH tem intmeras
funcdes além de estar envolvido no processo de rejeigdao ou ndo

de transplantes. Dentre elas podemos citar: selecio do repexr

tério de linfdcitos T; mediacdo das interagdes celulares en

volvidos tanto na inducdo como no controle da resposta imune;
personalizacao dos individuos na sua habilidade de responder
bem ou mal a detarminadbs antigenos, bem como, no desenvolvi
mento de doencas de fundo imunoldgico e infecciosas, (LIEBER
MAN e cols., 1972; BENACERRAF & McDEVITT, 1972; ROSENTHAL &
SCHEVACH, 1973; BENACERRAF, 1986).

As moléculas do CPH sd3o capazes de reconhecer e

apresentar antigenos préprios e ndo proprios. As moléculas de

classe I ligam-se a determinantes antigénicos derivados de pro

teinas sintetizadas endogenamente, enquanto que, as moléculas
de classe II ligam-se a determinantes antigé@nicos derivados de
proteinas exdgenas que s8o internalizados pelas células apre
seritadoras de antigeno (ALLEN, 1987). Sub-populagdes de 1linfd
citos T sdo ativadas diferentemente dependendo da classe da mo
lécula‘do CPH gque apresenta o anﬁigeno, Os linfocitos T que
expressam molécula CD8, sdo afivados por antigenos  apresenta
dos via moléculas de classe I, ja os linfécitqs gque expressam
a molécula CD4, sdo ativados pelos antigenos apresentados via
classe II.

0s linfécitos T cD8' (citotdxicos e supressores)

sdo capazes de reconhecer antigenocs associados as moléculas de
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classe I do CPH (FLAVELL e cols., 1986). A interag¢dao entre o
receptor de antigeno dos linfdcitos T e moléculas de classe I
€ fundamental para a aiivacao dos linfdcios CD8' e no reconhe
cimento de células neoplasicas e células infectadas por virus,
pelos linfdocitos T citotdxicos (ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1974;
HANSEN & SACKS, 1989). Evidéncias recentes mostram que as mo
léculas de classe I tem grande iﬁporténcig nas infecgdes vi
rais, pois, servem como ligantes a célula do hospedeiro para
os virions (ROSSMANN, 1989), a exemplo do que ocorre com a

molécula CD4 nas infecgdes pelo virus da Sindrome da Imunodefi

ciéncia Adquirida (SIDA).

A ativacdo dos linfocitos T cpat ‘{auxiliadores)
envolve interagOes célula-célula e via citocinas. Um dos si
nais mais importantes € a interacdo molecular entre o receptor
de antigeno T e o antigeno associado a molécula de classe II
(HEBER-KATZ e cols., 1983). Os diferentes alelos da molécula
de classe II tem um importante papel na resposta a um antigeno
complexo com varios determinantes antigénicos diferentes, pois,

a resposta ou n@o resposta ao antigeno estd condicionado a 1li

~gagao ou nac do determinante antigénico 3s moléculas de classe

II, sendo que algumas sequéncias polipeptidicas ligam-se s0
ﬁente a determinados alelos da molécula de classe II {UNANUE
& ALLEN, 1987).

As moléculas de classe II estd3o envolvidos tam
bém no processo de maturacio dos linfécitos cp4¥ a nivel timi
co (KRUISBEEK e cols., 1983) e no controle da resposta imunclo
gica (BRAAKMAN e cols., 1987). Estes Ultimos autores demons
traram éue linfécitos cp4' citotéxicos restritos a moléculas
de classe II, que aparecem tardiamente durante a résposta imu
nolégica, s3o capazes de reconhecer e matar a célula apresenta
dora de antigeno, inibindoc assim a geragido dos linfécitos T

auxiliares. WASS0N e cols. (1987), demonstraram também que
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antigenos apresentados no contexto de moléculas codificadas pe
la regido I-E, induzem wuma resposta que suprime a prolifera
¢do de linfdcitos T restritos as moléculas codificadas pela re
gido I-A e que camundongos que expressam moléculas da regido
I-E sao mais susceptiveis ds infec¢des por nematodos que camun
dongos que nao expressam moléculas da regido I-E. OLIVEIRA §
MITCHISON, (1989), mostraram evidéncias que moléculas de clas
se II codificadas pela regiﬁo I-E sao especializadas em indu

zir linfbécitos T supressores.
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SISTEMA DE APRESENTACAO DE ANTIGENOS.

O reconhecimento e a apresentacao de antigenos

proprios e nac prdprios tem importdncia fundamental no sistema

de defesa do hospedeiro, pois, interfere na geracio do repertd

rio dos linfdcitos T, na regulacdo dos mecanismos de toleran
cia, bem como, na efetuacdc ou ndo da resposta imunolégica con
tra os agentes agressores. O mecanismo pelo qual se da a cap
tacdo, o procassaménto e a apresentacdo de antigenos tem até

o momento lacunas a serem desvendadas. No entanto o aperfeigoa

. mento e o dominio da gquimica de proteinas e da bioquimica celu

lar, tem trazido importantes achados para o entendimento deste
fenomeno.

Os linfocitos B, através das imunoglobulinas, re
conhecem no antigenb, determinantes conformacionais que requer
a proteina na forma nativa. Em contrapartida os linfécitos T
somente sdo capazes de reconhecer. segmentos antigénicos encon
trados na proteina desnaturada ou fragmentada (UNANUE & ALLEN,

1987; UNANUE, 1988). As moléculas de classe I e classe II do

. CPH sdo capazes de selecionar determinados fragmentos do anti

geno e apresenta-lo aos linfécitos T, o que foi denominado por

ROSENTHAL e cols. (1977) de Selecdo de determinantes. A capa

cidade de selecionar mais ou menos determinantes pelas molécu
laé do CPH € o que condiciona dma boa ou mad resposta a um de
terminado antigeno. Varios tipos de células localizadas em di
ferentes tecidos podem ter a funcdo de apresentagdo de antige
nos. Com relacdo as células que apresentam antigenos no con
texto de moléculas de classe II do CPH, temos entre outras: os
macrofagos, linfdcitos B; as células dendriticas, Aas células
de langerhans, células do epitélio timico e c¢élulas endote
liais (UNANUE, 1989). Ja a apresentacdo no contexto de molé

culas de classe I do CPH, teoricamente, sado efetuadas por to
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das as células nucleadas, pois, estas células expressam molécg
las de classe I na membrana.

A apresentacao do antigeno via moléculas de clas

se II do CPH, que levam a ativacao de linfocitos T cpa’t requer

inicialmente a internalizacdao do antigenc e posterior proces
samento bioquimico no citoplasma da célula apresentadora  de
antigeno. Esse processamento ocorre no interior dos fagolisos
somos, onde o pH é relativamente acido e ha grande quantidade
de enzimas protecliticas {HNANﬁE, 1984). Apds o processamen
to, os fragmentos antigénicos associam-se, ainda dentro dos fa
golisossomos, com as moléculas de classe II. Os fragmentos an
tigénicos associados -as moléculas da classe II sao entao reex
pressos na membrana plasmatica da célula apresentadora (ZIE
GLER & UNANUE, 1981).

Os peptideos pequenos ou fragmentos de antigenos
resultantes da digestdo por proteases, ndo necessitam de pro
cessamento, pois, sao capazes de se ligarem diretamente com as
moléculas de classe II existentes na membrana plasmatica

(ALLEN & UNANUE, 1984). Estudos mostram que tais fragmentos

_ de antigenos necessitam ter de 6 a 10 aminodcidos para ati

var clones de linfdocitos T especificos para antigenos. Estes
dados resultaram de estudos, utilizando-se como antigeno a 1i
sozima de ovo, (ALLEN & UNANUE, 1984), a mioglobina (BERKOWER
evéols., 1984) e o citocromoe ¢ (KOVAC & SCHWARTZ, 1985).

Em rela¢ao a apresentacdo de antigenos via molé
cula de classe I do CPH, que levam a ativacdo de linfdocitos T

cpst

, trabalhos classicos mostram que antigenos virais sdo
apresentados, restritos a classe I, por células infectadas re
lo virus (ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1974). No que diz respeito a
via intracelular que o antigeno percorre até a associacdo com

as moléculas de classe I, os trabalhos existentes =s3c na maio

ria inconclusivos ou excluem determinadas vias intracelulares.
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BRACIALE e cols.,(1987), utilizando drogas que inibem a fusio
do lisossomo com o fagossomo, demonstraram que mesmo nessas
circunstancias, as células apresentadoras de antigenos sdo ca
pazes de apresentar antigeno no contexto de classe I. Este mes
mo grupo demonstra um fendmeno de "capping” de moléculas de
classe I na membrana plasmdtica e que apds internalizacdo se
concentram no complexo de golgi, onde proteinas virais recém-
-sintetizadas pelo reticulo endoplasmatico rugoso associam-se
d8s moléculas de classe I e posteriormente s3o reexpressas na

membrana plasmiatica (BRACIALE e cols., 1987 ; FISCHER e cols.,

- 1990). Tais resultados sugerem que determinantes antigénicos

sintetizados intracelularmente associam-se &s moléculas de
classe I, diferentemente dos determinantes que associam as mo
léculas de classe II que originam-se do conjunto de proteinas
exdgenas endocitadas.

Trabalhos recentes tem mostrado que peptideos vi
rais recombinantes ou sintéticos podem ser apresentados no con
texto de moléculas de classe I e ativar linfdcitos T citotdxi

cos sem a necessidade de internalizar o antigeno (TOWSEND e

. cols., 1986; HOSKEN e cols., 198%; AICHELE e cols., 1990).
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INTERLEUCINA 1.

A descoberta da interleucina 1 (IL-1), se deu
através do trabalho de GERY e cols. (1972), gque descreveram um
produto secretado por macrofagos qué.atua como co-mitogénico
para timbcitos e linfocitos T de camundongos. A maior fonte
produtora de IL-1 s3o as células de linhagem monocito/macrofa
go, porém outras células cﬁmc: fibroblastos, neutrdofilos, lin
fécitos B, células endoteliais, célula muscular lisa, mastoci
tos e queratindcitos também sao capazes de secretar esta inter
leucina (DURUN e cols., 1986; MIZEL, 1989). A IL-1 é sinteti
zada na forma nativa com peso molecular de 33 Kd, apés o© pro
cesso de clivagem durante ou apds a sua secre¢dao, o peso mole
cular pode variar entre 13 a 17 K4 (GIRI, 1985). A interleuci
na 1, pode também estar associado & membrana citoplasmatica
(KORT JONES e cols., 1985). Estudos de clonagem do gene, reve
laram que existem pelo menos dois tipos de IL-1, denominadas
respectivamente de ¢ e B . Elas podem ser distinguidas atra

vés do seu ponto isocelétrico, a IL-1 a possui o pI proximo a

5 e a IL~1 B em torno de 7 - (LOMEDICO, 1987). Varias substan

cias sd3o capazes de induzir a producac de IL-1 em mondcitos ema
créfagos. Fatores exdgenos como as: endotoxinas, exotoxinas, he
maglutininas de virus, protozodrios (DURUM & OPPENHEIM, 1989)
e substdncias enddgenas como C5a, fator estimulador de Cold
nia-1 (CSF-1), TNF-o (DINARELLO e cols., 1987), fator trang
formador de crescimento 8 (FTC-8) (WAHL e cols., 1987}, a
IL-1 por si s6 (DINARELLO e cols., 1987}, e opidides endd
genos como a B-endorfina (APTE e éols,, 1990)Q

As atividades bioldgicas da IL-1 s3o bastante di
versificadas tanto com relagao ao seu efeito como sobre o tipo
celular. Dentre as células sobre as quais a IL-1l exerce seus

efeitos destacam-se as que participam do processo inflamatorio
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como: fibroblastos, células sinoviais, condrdcitos, células en
doteliais, hepatdcitos, neutrdfilos e osteoclastos, bem como
as células que participam da resposta inumoldgica como: 1infd
citos B, 1linfocitos T e macrofagos (DINARELLO, 1984 e MI
ZEL, 1989). A IL-1 podem atuar também comb um mediador neuro
-enddcrino, agindo em células do hipotdlamo, induzindo febre e
secrecac do fator liberador de corticotropina. Ela tem acgao
também em terminacdes nervosas periféricas envolvidas com a
dor (DURUM e cols., 1988). A IL-1 & considerada um importante
mediador inflamatério devido ao fato de ter atividade  pré-in
flamatdria e ser encontrada em grandes quantidades em focos in
flamatérios (DINARELLO, 1984). Dentre as principais ativida
des inflamatdrias da IL-1, destacam;se a capacidade de induzir
febre (pirogénio enddgeno), induzir secregio de proteinas da
fase aguda no figado, induzir a adesdo de neutrdfilos ao endo
télio e posterior migracdo para o espaco extra-vascular, cau
sar edema e induzir a secrecio de: prostaglandinas, fator de
necrose tumoral e interleucina 6 (DINARELLO, 1984 e MIZEL,
1989).

Em linfbécitos T, a IL-1 pode atuar tanto em
seu desenvolﬁimento bem como em sua ativacao. Dentre essas
atividades encontram-se: participacac na maturacao de linféci
tos T no timo; indug¢do da sintese e secregdo de interleucina 2;
inducdo da sintese, secrecio e expressio de receptores de alta
afinidade para interleucina 2 e induzir proliferacao de linfd
citos T (DINARELLO, 1984; SHIRAKAWA e cols., 1986 e MIZEL,
1988) . Estudos recentes, utilizando clones de linfdcitos T
mostraram que, linfocitos T auxiliares, que produzem interleu
cina 4, expressam receptores para IL-1 e sao respénsivos a
esta interleucina. No entanto, linfocitos T auxiliares que
produzem interleucina 2 nac expressam receptores para IL-1 e

nio sdo responsivos a ela. Tais resultados sugerem que a IL-1
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atua apenas sobre determinadas sub~populacdes de linfdcitos T
(GREENBAUM e cols., 1988). Existem evidéncias de que a IL-1
pode atuar sobre linfdcitos T supressores, inibindo o seu de
senvolvimento e a sua atividade funcional (DURUM e cols., 1986)

Nos linfdcitos B, a IL-1 age em dois estagios.
Em células pré-B, ela induz maturagao, ativando a sintese da
cadeia leve de imunoglobuliaas, bem como a expressdao de imuno
globulinas na membrana plasmatica (GIRI e cols., 1984). Em
linfocitos B madurbs, durante a sua ativagdo pelo antigeno, a

IL~1 tem um efeito sinergistico aos fatores de linfécitos T

_auxiliares como a interleucina 4 e 5, aumentando a prolifera

¢do dos linfbécitos B e induzindo a secrecao de imunoglobulinas,
(KOFFMAN e cols., 1987).

A IL-1 atua também sobre macrofagos, induzindo o
aumento da sintese de prostaglandinas, da secrecio de interleu
cina 6, da secregao de fatores pro-coagulantes, de ativadores
do plaminogénic, e aumento da atividade de citotdxica de ma
crofagos para determinados tipos de tumores (DUROM e cols.,
1984; DURUM e cols., 1988 e DURUM & OPPENHEIM, 1989).

A IL-1 tem ainda acdo hematopoiética. Isto & de
vido ao fato dessa interleucina agir na medula ossea induzindo
a secrecdo de fatores estimuladores de coldnia pelos macréfa
gos (DINARELLO, 1984) bem como, por sua ag¢ao direta sobre os

pefcursores hematopoiéticos (DURUM e cols., 1988).
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FATOR DE NECROSE TUMORAL .= (FNT).

Os primeiros trabalhos sobre necrose tumoral, fo
ram relatados em pacientes com cincer, que ao serem inoculados
com toxinas bacterianas derivadas de Streptococcus e Serratia
apresentavam necrose hemorragica na massa tumoral (COLEY,
1893, c¢itado por (COLEY NAUTS e cols., 1953). SHEAR & PER
RAULT (1944), citado por (CARSWELL, 1975), mostraram que o 1i
popolissacarideo ou endotoxina (LPS) & um potente indutor de
necrose tumoral. Em 1975, CARSWELL e cols., demonstraram a
existéncia de um fator no soro de animais imunizados com Baci
lo de Calmette-Gfierrin (BCG) e desafiados com LPS, que foi ca
paz de causar necrose hemorrégica em tumores transplantados em
camundongos. A esta substincia deu o nome de Fator de Necrose
Tumoral (FNT). Este fator & produzido principalmente por célu
las da linhagem monécito/macréfagq (MATTHEWS 1978 e MANNEL
e cols., 1980}.

Paralelamente, estudos efetuados.por ROUZER & CE

RAMI (1980), que investigavam as causas da intensa caquexia em

- coelhos infectados com Trypanossoma brucei, mostraram que es

tes animais perdiam em torno de 50% de seu peso durante o cur
so da infecgdo. Apresentavam lipemia devido ao aumento de
triglicerideos no sangue, consequente da deficiéncia de enzima
liéase lipoprotéica. Estudos subsequentes mostraram que esta
enzima também se encontra inibida em animais que sdo tratados
com LPS (SAKAGUCHI & SAKAGUCHI, 1979) sugerindo que um fator
endogeno seria o causador da inibigdoc desta eﬁzima. BEUTLER
e cols. (1985 a) caracterizaram e purificaram um fator que
foi denominado de caquexina, de peso molecular de 17 Kd, produ
zido por uma linhagem de macrofagos ativados com LPS. Este fa
tor inibia a lipase lipoprotéica e induzia caquexia. Finalmen

te, BEUTLER e cols. (1985 b) demonstraram por analise molecu
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lar e genética que o fator de necrose tumoral e a caguexina
sdo a mesma molécula.

| O FNT pode sexr classificado em dois tipos: 0
FNT-a ou caquexina, que € produzido principalmente por macrofa
gos e FNT-B ou linfotoxina que € produzida por linfdcitos T e
linhagens linfoblastdide B. Ambos possuem semelhanca quanto
as caracteristicas bioquimicas e atividades bioldgicas (BEU
TLER & CERAMI, 1988). © FNTfa (camundongos) tem um peso mole
cular de 17 Rd, pI = 3.9 , e possui 156 aminodcidos na sua

estrutura, e & encontrado principalmente na forma trimérica.

~ Ele & sintetizado na forma de pré-horménio, contendo 79 aminod

cidos adicionais na proporg¢do amino-terminal, que & clivada
posteriormente durante ¢ processc de maturacio intracitoplasma
tica (SHERRY & CERAMI, 1988). Pode ser secretado para o meio
extra-celular ou ficar inserido na membrana plasmitica (KRIE
GLER e cols., 1988). varias células podem produzir ?ﬁT apos
estimula¢do apropriada. Mondcitos e macrdfagos produzem gran
de quantidade de FNT apds estimulacdo com .substancias como:

LPS, Interferon-y, IL-1, GM-CSF, CSF-1 e FNT, (FISH & GIFFORD,

©1983; OLD, 1985; PHILIP & EPSTEIN, 1986). Os linfdcitos

do sangue periférico humano produzem FNT apés estimulacio por
lectinas ou diester de forbol e iondéforo de cilcio (CUTURI e
cols., 1987).

As atividades bioldgicas do FNT sdo bastante di
versificadas, podendo ter atividade sobre células envolvidas
com ¢ sistema imunologico como os neutrdfilos e linfécitos
bem como células envolvidas no metabolismo celular, como os
adipdcitos e células do tecido muscular. As agoes do FNT po
dem ser divididas em enddcrinas ou sistémica e pardcrina ou te
cido especifico. Como exemplo da agdo enddecrina, temos o seu
envolvimento na patogénese do choque séptico induzido por bac

téria gram-negativas, onde & responsavel por grande nimero de
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alteracdes metabdlicas e de natureza hemodinamica (BEUTLER e
cols., 1985 c). Como exemplo de agdo paracrina, temos o seu en
volvimento nos processos de reparo tissular através do efeito
proliferativo sobre os fibroblastos (VILEEK e cols., 1986) ou

o efeito citotdxico sobre células tumorais (ZACHARCHUK e cols.,

-+ 1983).

O FNT esta diretamente envolvido com a cagquexia,
onde é responsavel pela anorexia, perda de peso, catabolismo de
proteinas e lipideos e anemia (BEUTLER & CERAMI, 1988). Espe

cificamente podemos citar o envolvimento do FNT na caquexia in

~duzida por doencgas cronicas, como as infec¢oes causadas por pa

rasitas (SCUDERI e cols., 1986) e pelo cancer (ADERKA e cols.,
1985). O agravamento de alguns processos fisopatoldgicos tem
sido corrglacionado com o FNT, como na septicemia meningococci
ca, (WAAGE e cols., 1987), na malaria cerebral (GRAU e cols.,
1987), na rejeicao aguda e na doenga enxerto versus hospedei
ro (PIGUET e cols., 1987) e na inducdo de febre nos processos
infecciosos (DINARELLO e cols., 1986). Quanto ao seu efeito

pardcrino ou tecido especifico, as mais estudadas s30 com rela

gao ao seu envolvimento nos processos inflamatorios agudos e

crdnicos onde & envolvido na producadc de prostaglandinas E, ,
érodugéo de interleucina-1, interleucina-6, fator estimula
dor de coldnia de granuldcito-mondcito (GM-CSF), fator de
crescimento derivado de plaguetas (PGDF), de colagenase, na in
ducdo da adesdo de leucocitos no endotélio; no edema e indugao
de quimiotaxia de mondcitos e neutrdfilos, na estimulacido de
osteoclastos, na proliferagao de fibroblastos, na indugao do
IRO de neutrdofilos e angiogénese iDINARELLO, 1987; SHURRY &

CERAMI, 1988; BENDTZEN, 1988 e BEUTLER & CERAMI, 1938). No

que diz respeito a imunidade e infeccdo, o FNT exerce varias
atividades importantes. Em linfocitos T, o FNT induz aumento

de expressido de receptor para interleucina 2, aumento da rxes
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posta proliferativa a antigenos e mitdgenos e produgio de in
terferon y (SCHEURICH e cols., 1987 e YOKOTA e cols., 1988) .
Nos linfocitos B, o FNT induz "in vivo" o aumento de células
secretoras de anticorpos para antigeno T dependentes como o
eritrocito de carneiro, mas ndo para antigenos T independentes
como o polissacarideo tipo III de pneumococo (GHIARA e cols.,
1987). No sistema "in vitro"” em linfécitos B humanos, o PNT
€ capaz de induzir proliferacdo e secregdo de imunoglobulinas
(REHRL e cols., 1987).

Moléculas de classe I do complexo principal de

. histocompatibilidade (CPH), podem ser induzidos pelo FNT em

células endoteliais e fibroblastos da derme (COLLINS e cols.,

1986). As moléculas de classe II do CPH sdo induzidos em 1i

nhagens de macrdéfagos murinos (CHANG & LEE; 1986) e com co-es

timulagdo com interferon y em células B do pancreas (PUJOL-BO
REL e cols., 1987). O FNT tem efeito‘qitotéxico sobre muitas
linhagens tumorais "in vitro", mas ndo tem efeito sobre célu
las normais (OLD, 1985). No que diz respeito a atividade anti

-viral do FNT, os resultados sio controversos, pois, trabalhos

. mostram que esta atividade parece estar correlacionado com a

producao de interferon B2 (KOHASE e cols., 1986). Em contraste,
ﬁUEG & GOEDDEL (1986) demonstraram que esta atividade anti-vi
ral & independente da produgdo de interferon B2. Um campo on
de o FNT tem despertado grande interesse & a imunoparésitolg
gia. CLARK e cols. (1981), demonstraram a produgao aumentada
desse fator durante a infeccdo pela maldria em camundongos.

TITTO e cols. (1986}, observaram que macrofagos de camundon

4go tratados com FNT recombinante sdo capazes de destruir efi

cazmente o Trypanossoma cruzi; ja WIRT & KIERSZEBAUM (1988)
utilizando o mesmo protocolo mostraram gue a atividade tripa
nosomicida dos macrdfagos ocorre somente na presenga de FNT

e LPS. TARLENTON (1988) mostra que as formas epimastigotas e
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tripomastigotas de T. cruzi sdo capazes de induzir a produgdo
de grandes quantidades de FNT em macrofagos esplénicos de ca
mundongos. RUSSO e cols. (1988) trabalhando com linhagens
de camundongos suceptiveis e resistentes & infeccdo pelo T.
cruzi, observaram que somente os animais suscetiveis como o
C3H, possuem quantidades mensuraveis de FNT no soro durante o
curso da infecg¢do, enquanto que, em soros de animais resisten
tes como o Bl0-A, essa citocina ndo é mensuravel. SILBERSTEIN
& DAVID (1986), demonstraram que o FNT & capaz de ativar a capa

cidade citotdxica de eosin6filos contra larvas de Shistossoma

. mansoni.

Pelas razdes acima descritas, o fator de necrose
tumoral.tem despertado grande interesse no campo biomédico p
tanto para o entendimento da fisiopatologia das doencas, bem
como para fins terapeuticos no cincer e infecgdes de maneira
geral. No entanto, o controle de sua produgdc parece ser ain

da mais interessante, pois, o FNT esta envolvido em intmeras

disfuncoes fisioldgicas indesejaveis.
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EXPLOSAO RESPIRATORIA E LIBERACAO DE INTERMEDIARIOS REATIVOS

DO OXIGENIO - (IRO).

Em certas condig¢les, os leucdcitos com capacida
de fagocitica podem elevar bastante o consumo de oxigénio, co
mo ocorre durante os processos de fagocitose ou apés' a estimu
lagido de sua membrana plasmiatica por uma série de agentes imu
noldgicos ou quimicos. Esse aumento de consumo- de oxigénio,
denominado de expléséo respiratoria, é acompanhado pela produ
¢do de Ion superdxido (0, ) e perdxido de hidrogénio (H,0,),
que pode ser convertido para formar o radical hidroxil (OH.) e
o oxigénio simples (102}, Esses compostos sdao denominados de
intermediarios reativos de oxigénio (IRO). o] NADPH'Ozwoxido
redutase ou NADP-oxidase & uma enzima responsavel pelo  trans
porte transmembrana de elétrons onde o NADP citosdlico é o doa
dor de elétrons e o oxigénio o aceptor desse elétron. 0O pro

duto formado é o ion superoxxdo que € liberado para o outro la

do da superflcle da membrana, 1sto €, no espaco extracelular

ou dentro dos vaciolos fagociticos da célula (BAGIOLLINI &

- WYMANN, 1990). Os fagocitos ativados sio capazes de ativar a

NADP-oxidase e produzir o ion superdxido (FORMAN e cols.,
5980). O ion superdxido pode gerar perdxido de hidrogénio pe
la reagao: 2 Oi + 2 H —» H,0, + 0O,. Essa reagio ocorre de
forma ndo enzimdtica, mas pode ser acelerada pela enzima supe
réxido dismutase (SOD) (CURNETTE & BABIOR, 1987). O 0 e H,0,
podem ser liberados para o meio extracelular, no entanto, S0
mente o H,0, pode penetrar na membrana de outras células. Na
presenca de cations provenientes de metais de transicao como

o ferro e cobre, o H,0, pode formar espécies altamente oxidan

tes. O ion mais importante e o produzido em maior quantidade

pelos fagdcitos & o radical hidroxil (.OH). A reacdo se da pe

. - ++ . .=
la sequinte equacdo: Fe + Hy0 —» composto intermediirio
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——> Fe''T + .OH + OH" (CURNETTE & BABIOR, 1987). 0 ferro

reduzido necessirio para desencadear estas reagdes pode ser
obtido pela reacdo do cidtion com o ion superdxido secretado
pelos fagdcitos. A reacdo se 43 atravds da seguinte equacgio:
Fet Tt . 0,“ ~—> complexo intermediirio ——— rett 4+ O, (HAL
LIWELL & GUTTERIDGE, 1988). Os produtos provenientes da redu
¢do do oxigénio (0;, H,0, e OH.) ou da excitacdo dessa molé
cula {102) tem uma funcdo iﬁportante na destruigao de bacté

rias, fungos, virus e micoplasmas pelos fagécitos, constituin

do assim um dos mais importantes mecanismos anti-microbianos

destas células (BABIOR, 1978; BADWEY & KARNOVSKY, 1980. Além

‘da funcao microbicida, os IRO tem funcao importante em varios

aspectos importantes da imunologia. Podemos citar entre cu
tros: a citdlise de célﬁlas tumorais (EDELSON & COHN, 1973;
NATHAN ¢ éols., 1979), supressao da atividade citotéxica das
células matadoras naturais (SEAMAN e cols., 1982), supressao
da atividade proliferativa de linfdcitos murinos (METZGER e
cols., 1990), inativacado das leucotrienas B4, C4, D4 e E4

(HENDERSON & KLEBANOFF, 1983), imunidade contra maldria (CAVA

CINI e cols., 1989) e atividade patasiticida de toxoplasma,

Trypanossoma cruzi e Leishmania (NATHAN e cols., 1983). Os
IRO podem também desempenhar um papel de agravar 0s quadros de
inflamag¢des crbnicas e processos de injdria tissular. Como
exemplo podemos citar o seu envolvimento na: artrite reumatoi
de (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1985), nas doengas por complexos
imunes (WARD e cols., 1988), nas gfomerulonefrites (JOHNSON
e cols., 1988); na doenga de Parkinson (COHEN, 1988), nos pro
cessos de isquemia celebral (WATSON & GINSBERG, 19838} e na
isquemia cardiaca (SIMPSON e cols., 1988).

0 metabolismo oxidativo para a produgio e secre
céo.dos IRO nao € constitutivo dos fagdcitos, mas pode ser ad

quirido através da ativacdo destas células, (ADAMS & HAMILTON,
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1984). Varios agentes sdo capazes de capacitar o macréofago
a secretar IRO. Como exempo temos: as proteases (JOHNSTON e
cols., 1981}, interferon y , (NATHAN e cols., 1983), o lipopo
lissacarideo (PABST & JOHNSTON, 1980), o fator agregador de
plaquetas (PAF) (PRPIC e cols., 1988), Leishmania donovani
(CHANNON e cols., 1984) e Trypanossoma cruzi (NOGUEIRA &
COHN, 1978). Os macrofagos peritoneais elicitados por varios
agentes também s@o capazes de liberar IRO. Podemos citar en
tre outros os macrdfagos elicitados com bacilo de Calmette-Gue
rin (BCG) e LPS (JOHNSTON e cols., 1978), O&leo de parafi
na; (KEISARI e cols, 1983), e concanavalina - A (PICK & KEI
SARI, 1981).

Os macrofagos ativados naturalmente nido sio capa
zes de produzir os IRO, sendo necessario dar um sinal que dis
pare a via metabdlica oxidativa. Varios agentes sdo descritos
na literatura, que fazem com que o fagdcito libere IRO. Pode
mos citar entre outros particulas.opsonizadas (zimozam) (ROOT
& METCALF, 1988),células-alvo (linfoma) recobertos com anticor

pos (CLARK & KLEBANOFF, 1977), hemdcias recobertas com anticor

. por (YAMAMOTO & JOHNSTON, 1984), imunoglobulinas agregadas

(JOHNSTON & LEHMEYER, 1976), digitonina e deoxicolato, (GRA
ﬁAM e cols., 1967), Aacidos graxos (KAKINUMA, 1974; BADWEY e
cols., 198l), forbol 1l2-miristato Il13-acetato (PMA), (REPINE
e éols., 1974), ion fluoreto (CURNUTTE e cols., 1979), concana
valina A, (COHEN e cols., 1980), aglutinina de germe de trigo
{(WGA) (KEISARI e cols., 1983), C3b e CS5a (GOLDSTEIN e
cols., 1975), o interferon y (NATHAN e cols., 1983), o fator
agregador de plaquetas (PRPIC e cols., 1988) e o peptideo qui
miotdtico N-formil-metionil-leucil-fenil-alanina {EMLP) (BEC
KER e cols,, 1979; LEHMEYER e cols., 1979).

RUSSO e cols. (1989) no entanto, relataram pela

primeira vez a libera¢do espontinea de H,0, e O, de macrd
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- fagos peritoneais elicitados com BCG, sem a necessidade de se

incubar essas células com agentes sinalizadores, sugerindo a

existéncia de um ocutro mecanismo para a liberacac de IRO.
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LECTINAS E MACROFAGOS.

As lectinas sao substancias de origem animal ou
vegetal de natureza protéica ou glicoprotéica, gque tem em sua
estrutura sitios capazes de reconhecer oligossacaridecs associa
dos &s moléculas solilveis ou associados A membrana das células.
Essa associagao depende de uma conformagdo e configquracio espa
cial caracteristica (SHARON & LIS, 1989). Uma lectina pode se

associar a uma ou mais moléculas de oligossacarideo, sendo que,

a maioria das lectinas tem mais de um sitio de ligagao com o

 ac@icar (FEIZI & CHILDS, 1985; ZALIK & MILOS, 1986).

A interacao entre a lectina e o oligossacarideo
se da através de ligacdes ndo covalentes e portanto reversi
veis (COOK, 1986; SHARON & LIS, 1989). As lectinas fazem par
te de um grupo grande de moléculas que estdao envolvidas no pro
cesso de reconhecimento das células com outras células e das cé
lulas com moléculas. Dentre os processos bioldgicos em que as
lectinas estdo envolvidas podemos destacar entre outros a fer

tilizagdo do ovo, embriogénese, migracdo celular, formacio dos

6rgdos, resposta imunoldgica nas neoplasias e infecgdo por mi

crorganismos (ZALIK & MILOS, 1986; OFEK & SHARON, 1988; SHARON
& LIS, 1989).

Em relagdo ao envolvimento das lectinas nas neo
plasias, sabe-se que © aparecimento ou a auséncia de determina
dos oligossacaridecs e/ou lectinss na superficie da célula. nor
mal leva a transformacdo desta e célula neopldsica ou metastd
tica, (NICHOLSON, 1984; SMETS & Van BEEK, 1984). Defeitos no
processo de adesdo, via lectina-cligossacarideo, dos leucdci
tos e plaquetas a matriz extracelular ou ao endotélio, podem
trazer gfaves problemas de infec¢les recurrentes e hemorragias
(ROSEN & YEDNOCK, 1986 e PARMENTIER e cols., 1990). Varias

substancias envolvidas na defesa do hospedeiro possuem ativida
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de de lectinas: a proteina C-reativa e Clg (UHLENBRUCK e
cols., 1979); receptores na membrana de macrofagos (OFEK &

SHARON, 1988); receptor solivel para Fc de IgE (FceRII / CD 23)
(iKUTA e cols., 1987) ou Mac-2, (CHERAYIL e cols., L989) e lec
tinas (D-galactose especifica) envolvidas na defesa de seres’
invertebrados como: da Ascidia malaca (PARRINELLO & ARIZZA ’
1388); da Spodoptera exigua (PENDLAND & BOUCIAS, 1986) e da
Sarcophaga perigrina (KOMANO e cols., 1980).
A infec¢do ou invasio por microrganismos patogé
icos se di através do reconhecimento e adesdo do agente na cé
lula-alvo. Dentre esses mecanismos de reconhecimento ha a par
ticipacdo de lectinas (GIBBONS & Van HOUTE, 1975). Um dos
mais conhecidos mecanismos de reconhecimento, via lectina-oli
gossacarideo, & o gue envolve o processo de reconhecimento das
células-alvo pelo virus da influenza, cujo capsidio viral tem
uma lectina capaz de reconhecer o acido N-acetil neuroaminico
© qual & encontrado em vdrias cepas de virus (PAULSON, 1985) .
As bactérias também utilizam lectgnas para a sua adeséov as ce
lulas epiteliais. A Escherichia coli e Shigella flexneri ,
possuem em seu pili lectinas.manose - especificas que as fazem
aderir as células epiteliais humanas (OFEK e cols., 1977; 'SHQ
RON & LIS, 1989). .Os fungos que infectam a cavidade oral como
os actinomicetos, associamw-se & mucosa gengival, via lectinas
galactose =~ especificas (MIRELMAN, 1987). Os protozoarios co
mo a Entamoeba histolytica, que causa diarréia em humanos pela
destruicdo e invasao da mucosa intestinal, adere aos enteréci
tos via lectinas especificas para N-acetilglucosamina (KOBIER
& MIRELMAN, 1981) e um outro especifico para galactése e N-ga
lactosamina (PETRI Jr., 1989)°
Recentemente, OFEK & SHARON (1988), mostraram
que lectinas existentes na superficie dos micrdbios interagin

do com oligossacarideos de moléculas associadas A membrana dos
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fagdcitos ou vice-versa, dio origem a uma nova via de interna
lizacdo de particulas denominada lectinofagocitose.

Os macréfagos tissulares possuem em sua membrana
receptores com atividade lectina. Um desses receptores é uma
lectina especifica para manose, N-acetilglucosamina, glicose e
fucose, encontrado em células de Kupffer e macrofagos alveola
res, com peso molecular de 175 Kd (WILLEMAN e cols., 1986). Es
tes receptores estdo envolvidos na remogdo de hemicias senes
centes e glicoproteinas do sangue (WILLEMAN e cols., 1986; OFEK

& SHARON, 1988). As ceélulas de Kupffer possuem também uma lec

tina especifica para fucose envolvidos na remocdo de particu

las do sangue, (ASHWELL & HARFORD, 1982). A mais conhecida mo

lécula existente nos macrdfagos com atividade lectina, & uma
molécula especifica para galactose presente nas células de
Kupffer e hepatbScitos de rato (ASWELL & HARFORD, 1982; KOLB &
KOLB-BACHOFEN, 1978; KOLB BACHOFEN e cols., 1984) que possuil
um peso molecular de 41 Kd ou 46 Kd (SCHWARTZ & ROUP, 1983). Es
sa lectina também é& expressa na membrana de macréfagos de ca
mundongo e esta envol&ida na remoc¢do de neoglicoproteinas e cé
lulas senescentes do sangue (PIZZO e cols., 1981). ODA e cols.
(1988 e 1989i isolaram uma segunda lectina especifica para
D-galactose e N-acetil galactosamina em macréfagos ativa
dos capazes de reconhecer e matar células tumorais.

| Um terceiro receptor espécifico para D-galactose
foi caracterizado em macréfagos do figado dé rato, (KEMPKA e
cols., 1990). Este receptor é uma forma associada & membrana
da proteina C-reativa, tem um peso molecular de 30 KA mas
nao tem semelhanca anfigénica com a lectina descrita por

ASWELL & HARFORD (1982) e por KOLB & KOLB-BACHOFEN (1984).

0 receptor descrito por HO & SPRINGER (1982) ,
com especificidade para D-galactose em macrS6fagos & uma molécu.

la com caracteristicas de um antigeno de diferenciagio de ma
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crofagos peritoneais de camundongo, expresso em macrofagos eli
citados pelo tioglicolato, denominada de Mac-2 e com peso mo
lecular de 32 Kd. Esta molécula difere das demais lectinas,
visto que pode ser secretada pelo macrofago. Paralelamente a
estes estudos, JIA & WANG (1988), descreveram‘uma proteina ex
Pressa na membrana de fibroblastos, denominada proteina 35 1i
gante ao carboidrato D-galactose (CBP 35). A clonagem do gene
que codifica o receptor sollivel para IgE humano (FceII/CD 23 )
demonstrou grande homologia com lectinas de origem animal IRKUTA
e cols. (1987).

| ALBRANDT e cols. (1987) descreveram uma lectina
D-galactose especifica, ligante de baixa afinidade com a IgE
de rato (rIgEBP), isolada de uma célula tumoral basofilica de
rato. Em 1989, CHERAYIL e cols., através da clonagem do gene
que codifica o Mac-2, demonstraram gque o0 Mac~2, CBP 35 e
rIgEBP sdo a mesma molécula e que esta molédcula & capaz
de ligar também a IgE de camundongos. Estudos recentes mos
tram ainda que o Mac-2 & a mais abundante proteina nao-integri

na sintetizada por macrdfagos inflamatdrios de camundongos 1i

gante a laminina (WOO e cols., 1990). A clonagem doMac~-2 humano

mostrou que esta moldcula tem 85% de homologia com a molécula
Mac-2 de camundongo CHERAYIL e cols. (1990).

As lectinas especificas para manose estio envol
vidas na fagocitose: de fungos que contém mananas (WARR, 1980)
de Aspergillus fumigatus (KAN & BENNETT, 1988); de bactérias
gram-negativas (E. coli) (PERRf e cols., 1985); de bactérias
gram-positivas (Estreptococcus grupo B) (PERRY & OFEK, 1984)
e de protozoarios como a Leishmania donovani {CHANG, 1981)

Ja as lectinas especificas para galactose e N~acetilgalactosa
mina, participam no reconhecimento e fagocitose de formas tri

pomastigotas de Trypanossoma cruzi pelos macrofagos perito

neais de camundongo (ARAUJO-JORGE & DE SOUZA, 1988).
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Outros trabalhos mostraram ainda que as bacté
rias ac interagirem através das lectinas presentes em sua es
trutura com oligossacarideos presentes na membrana dos fagdci
tos podem ativar sistemas antimicfobianos como a quimiolumines
céncia e liberacdo de enzimas. O contato dos fagdcitos com a
bactéria Escherichia coli que contém fimbrias do tipo 1, pox
tanto com lectinas manose -~ especificas, leva os fagdcitos a
aumentar a quimioluminescéncia (liberagio de radicais 1livres)
{BLUMENSTOCK & JANN, 1982); MANGAN e cols., 1979); bem como a

liberacao de lisozima (MANGAN & SNYDER, 1979). Todos esses

efeitos sobre os fagbcitos sio revertidos quando se coloca ma
nose nas condigoes do experimento. |

As lectinas de origem vegetal tem efeito sobre
varios aspectos morfoldgicos e funcionais dos macréfagos, sen
do a concanavalina A (Con-A), uma lectina manose - especifi
ca, uma das mais estudadas. Os trabalhos de SNYDERMANN e cols.
{1976), RAZ e cols. (1977) e NAGAOKA e cols. (1988), mostram
que entre 16 e 48 horas apds a inﬁec&o dessa lectina na cavida
de peritoneal de camundongos ha grande iﬁfluxo de macrdfagos.
Estudos de COLDITZ & CYBULSKf (1987) mostram que a Con~A induz
inflamacao na pele de coelhos com forte influxo de neutréfilos
dependente de macrofagos. Esse influxo se da de forma bifédsi
ca, pois quando a Con-A & injetada subsequentemente, hi um no
vo-influxo de neutrdfilos. Este fendmeno difere da inflamacao
induzida pela endotoxina que & do tipo monofasica onde uma in
jecdo subsegliente de endotoxina nio aumenta a influxo de neu
trofilos no foco inflamatdrio. Os trabalhos de ALLEN e cols.
(1971) e LUTTON (1973) mostram que a Con-A se liga a recepto
res presentes na membrana dos macréfagos. A Con-A exerce va
rios efeitos sobre macréfagos peritoneais residentes como: ati
vidade de inibir migracdo de macrdfagos (KUMAGAI & ARAIXL, 1973),

aumento da atividade pinocitica de sua membrana e inibicdo da
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formagao do fagolisossomo, (EDELSON & COHN, 1974); induz a for

macao de grande nimero de vacuolos (GOLDMAN, 1974); aumenta a

atividade adenilato-ciclase (GEMSA e cols., 1977); induz a sg.
crecao do ativador de plamigogénio (UNKELESS e cols., 1974 )

e atividade mitotica aumentada (WANG & BASCH, 1979).

Os macréfagos peritonaais de camundongos elicita
dos pela Con-A apresentam elevada atividade fosfatase  dcida,
aumento da granulagio eldtron - densa no 6itoplasma, lisos
somos grandes.e elétron - densos; aumento de nimero e guantida

de de vesiculas contendo lipideos e diminuic¢doc da enzima 5 -

nucleotidase (RAZ e cols.; 1977)} passam a expressar grandes
quantidades de antigenos de classe II do complexo principal de
histocompatibilidade (SHAPIRO e cols:; 1985). Ji os macréfa
gos elicitados com Con-A e reestimulados "in vitro" com Con-A,
apresentam capacidade citotdxica sobre 6 Sarcoma KMT-114 (TOH
e cols., 1979); secretam ion supeiéXidb (GOLDSTEIN e cols:,
1975) e perdxido de hidrogénio (PICK & KEISARI, 1980).

0s macréfagos do colostro humano, exXpostos a

Con-A resultam no desenvolvimento de células gigantes, (SMITH

& GOLDMAN, 1971). O trabalho de SCHMALSTIE e cols. (1986)

mostra que a Con-A se liga'é membrana dos fagécitos humanos
via oligossacarideos presentes no complexo de proteinas de
adesao (LFAml/Mac;l/P—150¢95}.

A aglutinina derivada de germe de trigo (WGa) ,
uma lectina especifica para N-acetil glucéSémina e seu isdmero
8-1,4 , tem capacidade de se ligar 3 membrana de macréfagos
peritoneais de camundongos, sendo que os macrofagos perito
neais residentes nio possuem ligantes a WGA, enquanto que, os

macrdofagos peritoneais elicitados possuem grande expressao de

marcadores para essa lectina. A presenca do marcador para WGA
estd associado 3 presenca da enzima peroxidase (de WATER e

cols., 1981; de WATER e cols., 1984}, A WGA elicita macrdfa
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gos peritoneais em cobaios com capacidade de secretar grandes
guantidades de perdoxido de hidrogénio, assim como, induz a 1li
beracao de peroxido de hidrogénio de macrofagos peritoneais
elicitados por varios agentes (PICK & KEISARI, 1980).

Algumas lectinas podem modular é produgao de pro
taglandina E, pelos macrofagos. OHUCHI e cols. (1984), wutili
zando macrofagos peritoneais de camundongos elicitados com pep
tona, demonstraram que a aloctin A (ALO A), uma lectina deri
vada de folhas de Aloe arborescens, a WGA, a Con-A e a aglu
tinina de Pisum sativum (PSA) inibem a produgdo de prosta
glandina E,, enquanto que} a aglutinina derivada da semente
de soja (SBA} estimula a producao de prostaglandina E,.

Finalmente, KOMANO e cols. {1580) descreveram
uma lectina de origem animal, denominada de lectina de sarco
phaga, derivada da hemolinfa das larvas de Sacophaga peregrina
e especifica para D-galactose. Esta lectina é eficiente em
estimular a secrecdo de fator de necrose tumoral de uma linha
gem de macrofagos de camundongo denominado de J-774.1 (ITOH

e cols., 1984; ITOH e cols., 1986).
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A LECTINA JACALINA

Em 1978, MOREIRA & AINOUZ analisando o extrato
salino de sementes de jaca (Artocarpus intérgrifolia) isolaram
uma lectina com capacidade hemaglutinante de ﬁemécias de va
rios mamiferos e aves (humanos, carneiro, ratos, camundongos,
hamsters, coelhos e galinaceos)}. Esta lectina tem capacidade
ligante a D-galactose e foi denominada de jacalina (BUNN-MORE
NO & CAMPOS-NETO, 1981).

A jacalina foi caracterizada molecularmente como
sendo uma glicoproteina de peso molecular aproximado de 45 K4,
composto por duas sub-unidades ligadas nao covalentemente, com
peso molecular de 12 a 14 Kd (MOREIRA & AINOUZ, 1981; ROQUE-
-BARREIRA ¢ cols., 1986)° Trabalhos subsequentes mostraram
que ha diferencas quanto ao peso molecular da jacalina e das
sub-unidades que a compode, dependendo da origem das sementes
de jaca utilizado para sua extracaoc (APPUKUTTAN & BASU, 1985;
AUCOUTURIERe cols., 1987; HAGIWARA e cols., 1988).

No que diz respeito aos aclcares que inibem a
atividades da lectina da jacélina, temos entre os mais poten
tes o: p—nitrofenil—uwagalactopiranosideo,4 1-0-metil-a-D~ga
lactopiranosideo, D-melibiose, p-nitrofenil-B-D~galactopira
nosideo, N-acetil galactosamina e D-galactose (PEREIRA e
cols., 1980; AUCOUTURIER e cols., 1987; HAGIWARA e cols. 1988;
DAUMAU & FREITAS, 1989). A jacalina reconhece  preferencial
mente oligossacarideos que tem ﬁ—galactose terminal ligados
na configuracdoc a do que a D-galactose terminal ligados na con
figuracdao B, bem como, ndo necessitam de cations bivalentes co
mo o cdlcio e manganés para ter uma otima ligacdo com o aciicar
(HAGIWARA e cols., 1988). Estudos mostram que a proporgio en
tre as sub-unidades a e B que compoe a molécula de Jacalina

varia de: 3 a para 1 8 (AUCOUTURIER e cols., 1987) ou 2 a
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para 1 B (HAGIWARA e cols., 1988).

O extratosalino de sementesde Jacaé potentemitdgeno pa
ra linfécitos T e ativador policlonal de linfdcitos B  humanos
(BUNN-MORENO & CAMPOS*&ETQ, 1981}; induz secrecao de inter
feron y de linfocitos T e de hibridomas obtidos de blastos de
linfocitos T humanos (CRANE e cols., 1984}: ativa linfocitos T
supressores humanos (SAXON e cols., 1987); induz secrecao de
fatores de crescimento de linfdcitos T em linfdcitos periféri
cos humanos e células esplénicas de rato (DAUMAU e cols., 1987;

DAUMAU & FREITAS, 1989); induz proliferac3o preferencial de

linfécitos T cD4' humanos (GATTASS e cols., 1988; AUCOUTU

RIER e cols., 1989} e induz secregac de ativador policlonal de
linfocitos B de camundongos em macrofagos esplénicos de camun
dongos (MENGELE Jr., & CAMPOS NETO, 1991).

Devido a capacidade da jacaiina se ligar a oli
gossacarideos com galactose terminal, ela & capaz de se ligar
a varias moléculas do sistema imune. A jacalina se liga a :
molécula de IgA (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1984:; ROQUE-

~BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1985); sub-classe IgA~l1 e nao a

IgA-2 (RONDOH e cols., 1986); Clg-inibidor, levando a étivg

¢do da via classica do sistema complemento (HIEMSTRA e cols.,
1987); IgD humano (AUCOUTURIER e cols., 1987); molécula CDS8
de linfocitos T humanos (GATTASS e cols., 1988).

- No entanto, dependendo da origem geografica de
onde se extrai a jacalina,'ela pode se ligar tambem a IgE,
IgM e IgA 2 (AUCOUTURIER e cols., 1987; HAGIWARA e cols.,

1988).
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OBJETIVOS DESTA INVESTIGACAO.

Mediante ao fato de lectinas exercerem importan
tes fun¢des na resposta imunoldgica do hospedeiro e os macrofa
gos desempenharem diversos e fundamentais papéis na imunofisio
logia, pretendemos nesta investigacao, verificar as atividades
da lectina jacalina, uma lectina com importantes propriedades
bioldgicas, injetada intraperitonealmente, bem como, a ativida

de dessa lectina em modular atividades funcionais dos macrofa

- gos de camundongos.

Pretendemos em nosso trabalho:
1. Estudar o exsudato peritoneal induzido pela
jacalina.
2. Avaliar funcionalmente as células do exsudato
peritoneal induzido pela jacalina, quanto a:
a) Fagocitose,/
b) Expressdo de moléculas da classe II do com
plexo principal de histocompatibilidade.

c) Apresentacao de antigenos para linféci

‘tOS T.

d) Secregdo de interleucina-1 e fator de ne
crose tumoral.
e) Producgdo e secrecdo de intermediirios rea

tivos do oxigénio (H,0,).




. -

- 6L =

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS.

Neste trabalho, utilizamos camuhdongos isogéni
cos BALB/c¢ machos ou fémeas, de 08 a 10 semanas de idade, ca
mundongos AKR adultos, e camundongos C3H/HeJ de 04 a 06 sema
nas de idade, mantidos no biotério do Departamento de Parasito
logia, Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo.

REAGENTES.

Foram utilizados os seguintes reagentes: IL-1 B
purificado humano (cedido pelo Dr. P. Stashenko - Forsyth Den
tal Center - Boston); r TNF murino e anti-TNF (cedidos pe
la Dro M. Hontebeyrie - Joskowicz - Instituto Pasteur); linha
gem de células linfoblastdide B murina (A-20), e anticorpo
antimIAq e antiuIAk murino (cedidos pelo Dr. Martin Dorf
Harvard Medical Scholl -~ Bosﬁon); anti-imunoglobulina de ca
mundongo marcado com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA); ja
calina bruta e purificada (FMRP~USP): concanavalina-A - tipo
IV (SIGMA), meio de cultura, tioglicolato de sédio (DIFCO);
e bipopolissacaridio bacteriano (LPS), S. typhymurium (DIFCO);
meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA); soro bovino fetal (CULTI
ILAB); L~glutamina (MERCK):; 2wﬁercaptoetanol (MERCK) ; coran
te de Giemsa (QUIMMIS); a-naftil butirato (SICMA): corante

verde de metila (MERCE}: fitohemaglutinina purificada - PHA
(SIGMA}; acetato miristico de forbol - PMA (SIGMA);: parafor
maldeido (MERCK); perdxido de hidrogénio 30% (MERCK); verme

lho de fenol - sal de sédio (MERCK); peroxidase de rabanete

selvagem - HRPO tipo II (SIGMA); corante cristal - violeta
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(SIGMA}); Timidina tritiada -~ 3H(New England Nuclear);Heparina
(ROCHE) ; Acetona (MERCK); Hidrocloridrato de Pararosanili

na (MERCK}; Sepharose; Proteina-A (SIGMA).
INDUTORES DE EXSUDATO.

Como estimuladores, utilizamos o meioc de cultura
tioglicolato de sddic & 3%, a lectina concanavalina-A tipo IV
na dose de 2590 'ug/animal e a jacalina na dose entre
10 - 1000 ug/animal, preparada conforme descrito poxr BUNN-MO
RENO & CAMPOS NETO (1981).  Sementes de A. interglifolia fo
ram secadas, moidas e suspendidas & 10% em salina tamponada
com fosfatos (0,01 M) pH 7,2 - PBS, onde ficaraﬁ sob agita
¢éo por 24 horas 3 4. O extrato foi centrifugadoc a 2000x G
por 20 minutos. O sobrenadante foi entio colhido e dializado
contra solu¢do salina i 0,85% por 24 horas a 4°C. Em seguida,
a jacalina foi esterilizada por filtracio, aliquotada e conser
vada até o momento do uso a -20°cC. Em determinados  experi
mentos, utilizamos a jacalina purificada, que foi obtida se
gundo protocolo de ROQUE—BARﬁEIRA e cols., (1986). 0 extrato
salino contehdo lectinas foi . cromatografado em coluna de
afinidade (sepharose - IgA humana) ou {sepharése - D-galac
tose) e eluidos com solucgdo aquosa contendo 0,4 M de D-ga
lactose. Em seguida dializados com solucdo salina 0,85% e o
grau de pureza analizado por eletroforese em gel de Poliacri
lamida. A concentragdo proteica foi obtida pelo método de
LOWRY. Os exsudatos foram induzidos pela inoculaciao intrape

ritoneal de 1 ml de solucio estimuladora.

OBTENCAO DE CELULAS DO PERITONEO.

As células foram colhidas em tempos diferentes,

TuMicamp
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dependendo do experimento. Para tanto, 5 ml de solu¢aoc salina
balanceada (SSB), contendo 5U/ml de heparina, foram injetados
no peritdneo dos camundongos. Em seguida, a SSB contendo as
células peritoneais foi imediatamente drenéda com auxilio de
seringa. As células foram, entdo, lavadas 3 ﬁezes em meio
RPMI 1640 contendo 1% de soro bovino fetal (SBF), centrifuga
dos & 1000 rpm/10 minutos. A seguir, as células foram conta
das e ressuspendidas em meio e na concentracao adequada para o

ensaio a ser realizado.
ENSAIO DA CITOQUIMICA DE ESTERASE NAO-ESPECIFICA.

Esta técnica permite avaliar a presenca de enzi
mas lisossomais que caracterizam os leucocitos da linhagem mo
nocito-macrdfago. A técnica utilizada Aeste trabalho foi rea
lizado conforme protocolo de LI e cols., (1973).

As amostras de células obtidas em tempos diferen
tes apds a injec@o dos agentes indutores de exsudato, foram fi
xadas em solugado tamponada gue contém 45% de acetona e 9,25%
de formaldeido, por 30 segundos a temperatura de 4-10°c. Em
seguida, lavou-se as la&minas 3 vezes em agua destilada e apds
estarem secas, foram colocadas em jarras para coloragido e incu
badas por 1 hora em solu¢ao tamponada com fosfato (M/15) ,
pH-= 6,18 , contendo 2,0 mg/ml de Pararosanilina e 1,0 mg/ml
de e~naftil butirato.

Ao findar da incubécéo, as laminas foram lavadas
por mais 2 vezes em agua destilada e as células coradas em so
lucdo de verde de metila a 0,5% em Agua por 1 minuto (colora
¢ao de fundo).

0 percentual de células esterase-positivas foi

obtido contando-se no minimo 200 células.
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COLORACAO DE CELULAS PERITONEAIS.

Laminas de microscdpio foram previamente revesti
das com etiquetas adesivas com petfuracéo central. Em seguida,
aliquotas contendo 10° células do exsudato foram  depositadas
nos orificios. As amostras assim obtidas foram secadas 3 tem
peratura ambiente e submetidas & coloracao peio Giemsa e por

citoquimica para esterase ndo - especifica.

OBTENCAO DE ANTICORPOS ANTI-HEMACIAS DE CARNETROQ DAS CLASSES

Igc E IgM.

0 soro de coelho anti-hemacias de carneiro foi
obtido conforme o protocolo de KABAT & MAYER (1971). As fra
¢des ricas em IgG e IgM foram obtidas em coluna de Sepharose-
-Proteina A. A fracdo sérica ndo ligada & resina foi utiliza
da como fonte de anticorpos predominantemente da classe IgM .
Os anticorpos da classe IgG foraﬁ obtidos eluindo a coluna com
tampdo tris-glicina 0,05 M, pH 2,5 . As fragoes assim ob
tidas, foram monitoradas por‘imunoeletroforese para | verificg
¢ado do seu grau de pureza. | A titulacao dos anticorpos fol

feita por técnica de hemaglutinacdo direta.

OBTENCAO DO COMPLEMENTO.

Como fonte de complemento, wutilizamos o soro de
camundongos AKR, deficientes em Cg - Os camundongos foram
sangrados por incisdo no plexo orbital. O soro foi obtido e
separado 3 temperatura de 4°C, aliquotado e estocado a -70°

até o momento do uso.
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 SENSIBILIZACAO DAS HEMACIAS DE CARNEIRO.

A sensibilizagéo foi feita através da técnica
descrita por GRIFFIN e cols. (1975). A suspensdo de hemacias
a2 5% em SSB foi incubada com doses sub&aglutinantes | de IgM
(titulo 1/40) ou IgG {titulo 1/20) por 90 minutos & 37°C
e, em seguida, lavadas 3 vezes em SSB. 0 complexo  hemacia
IgM foi incubado por mais 20 minutos com soro de camundongos
AKR diluido 1/10 e, entao, lavado por mais 3 vezes com SSB.
Nos experimentos, utilizamos a suspensdo de hemicias sensibilji

zadas a 1% em SSB contendo 2% de SFB.

OBTENCAO DE CELULAS ADERENTES PARA AVALIACAO DE RECEPTORES E

FAGOCITOSE.

As células peritoneais residentes ou elicitadas
pelos diferentes estimuladores foram incubadas por 30 minutos
a 37°% , & uma concentracgao de lbs células/pogo em 'placas
de 24 pogos (Falcon), contendo laminulas redondas. Ao final

da incubacdo, as células nido aderentes foram retiradas, lavan

' do-se 0s pogos 3 vezes com SSB contendo 2% de SBF a 37°C.

AVALIACAO DE RECEPTORES E FAGOCITOSE VIA Fc ¥ C3b.

As células aderentes obtidas de aiferentes indu
tores foram incubadas por 90 minutos a 37°C com hemicias de
carneiro somente, ou previamente cobertas com IgG {(complexo
EA} ou IgM + Complemento (complemento EAC). Em segquida,
as laminulas foram lavadas cuidadosamente com SSB contendo 2%
de SBF. O percentual de células roseta-positivas foi contada
em microscopio 6ptico invertido com aumento de 400 vezes, con

tando-se, no minimo, 200 células.
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Submetendo~se as hemicias ao chogque hipotonico
e posterior coloragido pelo Giemsa, conforme COLBACHINI (1986},

verificamos o percentual de células fagocitose-positivas.

EXPRESSAO DE MOLECULAS DE CLASSE II {(Ia) DO COMPLEXO PRIN

CIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE.

Para realizacao deste ensaio utilizamos a téeni

ca descrita por BELLER e cols. (1980) modificada.

Anticorpos Anti -~ Classe II (Ia).

Anticorpos monoclonais anti-Ia (anti—IAd e an
ti—IAk) foram obtidos de sobrenadantes de cultura de hibrido
mas anti-Xa, que & mantida em meio de cultura RPMI 1640 com
pleto. Nos experimentos, foram utilizados o sobrenadante bru
to ou diluido 1/2, dependendo do titulo no ensaio de imunodifu

sdo (Ouchterlony), utilizando soro de coelho anti-imunoglobu

lina de camundongo.

ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA.

As células obtidas dos diferentes animais foram
centrifugadas uma vez em SSB contendo 2% de SBF, ressuspendil

das e fixadas em paraformaldeideo a 1% por 15 minutos & tempera

tura ambiente. Em seguida, foram lavadas por mais 3 vezes em

SSB/SBF, contadas e ressuspendidas a uma concentracio de

6

1 x 10" células/ml. :ngao celular foi adicionado

o anti-Ia e, entao, incubada por 1 hora a 4°c; ao final da
incubacdo as células foram lavadas 2 vezes em SSB/SBF e incuba

das por mais 1 hora a 4°c com o anticorpo de cabra anti-imuno

globulina de camundongo conjugado com isotiocianato de fluores
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ceina diluido 1/800. As células foram, em seguida, lavadas
por mais 2 vezes, ressuspendidas ao volume de 1 ml. Aliquotas
de 100 pl foram colocadas entre lamina e laminula e observadas
ao microscdpio de fluorescéncia (Olympus) para contagem do per
centual de células Ia+. Para tanto, foram contadas, no min&
mo, 200 células. O percentual de células Ia' foi obtido se
gundo a formula abaixo:

. 4+ N2 rotal de células positivas - N2 de células positivas (conjugado).
Celulas Ia = " - X 100
N2 de celulasg totals - n@ de células positivas (conjugado).

Como controle usamos a linhagem de células A-20 que, constitu
. : L4 d - |
tivamente, expressa antigenos Ia e macrofagos de camundongo

C3H/HeJ (Iak).

ENSATIO DE APRESENTACAO DE ANTIGENOS.

Este ensaio foi realizado conforme o protocolo
descrito por WEAVER e cols. (1988) modificado.

Os macrdfagos obtidés por diferentes estimuladg
res foram colhidos, lavados, enrigquecidos por aderéncia ao
pléastico, removidos por bastdo de borracha de silicone e incu
bados a uma concentracio de 1-5 x 104 células/pogco, em placas
de fundo chato com 96 pogos, em meio RPMI suplementado com 2%
de SBF, 100 pg de gentamicina, 5 x 105 M de 2-mercaptoetanol.
Os -macrofagos foram incubados com o antigeno hemocianina (KLH)
a uma concentracido de 100 ug/ml por 8 horas em meio RPMI, lava
dos 3 vezes com SSB e fixados com paraformaldeido a 1%, em so
lugdo salina 0,85% por 15 minutos. Ao findar a fixagdo, os ma
créfagos foram exaustivamente lavados com SSB e incubados por

24 horas em meio RPMI contendo 100 pg de gentamicina. As cé

lulas foram, entao, lavadas por mais 2 vezes com SSB para reti
rar o paraformaldeido residual. Os pogos contendc os macrofa

gos receberam, entdao, 100 ul de meio RPMI com 5% de SBF.
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Os lincdcitos T antigeno especificos foram obti
dos de camundongos BALB/c previamente imunizados no coxim plan
tar com 20 ug de KLH em adjuvante completo de Freund (15 dias
da realizacao do experimento). 0s linfonodos popliteos e ingui
nais foram removideos, lavados e submetidos go processo de di
vulcido para obtencdao dos linfdcitos. As células dos linfo
nodos foram, entéao, passados ém colunas de Sephadex G-10
{10 ml) e Sepharose 4B Proteina A  previamente sensibilizada
com anticorpos policlonais de coelho anti—imunoélobulina de ca
mundongo, para permitir a retirada de macrdfagos e linfdcitos
B , respectivamente. BApOs esse tratamento, os linfdcitos T
purificados foram lavados em SSB, contados e ressuspendidos a
uma concentracaoc de 5 x 105 células/ml em meio RPMI contendo
5% de SBF.

No ensaio de épresentacéo de antigeno, os pogos
contendo os macrofagos incubados com antigeno, lavados, fixa
dos e ‘lavados novamente, foram cultivados com 5 x 105 linfo
citos em meio RPMI/5% SBF por 72 ﬁoras a 37°C em atmosfera de
95% de ar e 5% de CO;. Cerca de 9 a 12 horas antes do térmi
no da cultura, as células foram puiéadas com 0,5 uCi de timidi
na tritiada. As culturas foram interrompidas, coletando~se
as células em coletor automatico {Cell Harvester) e a leitura
da timidina incorporada foi feita em contador de radiacao B

{Rackbeta~LKB) .
ATIVIDADE INTERLEUCINA 1 (ILl).

Obtencao dos sobrenadantes para o Teste.

Macrofagos peritoneais residentes ou induzidos

pelos estimuladores foram incubados por 1 hora a 37°C  em RPMI

1640 suplementado com 5% de SBF, a uma concentragao de 2 x 106
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células/pog¢o, em placas de 24 pogos. As células nao aderen
tes foram removidas e os macrdfagos removidos com bastio de
borracha e incubados novamente a uma concentraciao de
1l x 106 c€lula/pogo na presencga ou nio de‘ lipopolissacarideo
(LPS) a 5 ug/ml ou jacalina purificada a 10 ﬁg/ml por mais 24
horas. Sobrenadantes obtidos foram centrifugados e conserva

- o - -
dos em aliquotas a =70 C até o momento do ensaio.

Ensaio de Avaliacao da Atividade ILl‘

0 método utilizado foi o da capacidade co-estimu
latdoria da IL; sobre timdcitos murinos cultivados com fitche
maglutinina, descrito por GERY e cols. (1972) modificado.

Camundongos isogénicos C3H/HeJ de 3-7 semanas de

idade foram sacrificados com éter. 0 timo foi retirado assep

~ticamente e os timdcitos obtidos por processo de divulsido, fo

ram lavados 1 vez em meio RPMI 1640 contendo 5% de SBF, 20 B9

de gentamicina, 5 x 105 M de 2~ME e 20 mM de L~Glutamina

(SIGMA} .

0s timdcitos foram ressuspensos 3 1 x 10’ célu
las/ml1 e 100 ul da suspensdo celular foram semeados em pla
ca de 96 pocos de fundo chato. Diluigdes seriadas a 1:2 dos
sobrenadantes de macrdofagos foram preparados e 100 pl foram
adicionados por pogo na presen¢a'ou nao de 2 pg/ml de PHA. As
células foram cultivadas por 72 horas. Cerca de 10 horas an
tes do término dos ensaios os timdcitos foram pulsados e, em
sequida, colhidos e a leitura da radiocatividade foi obtida de
forma semelhante as culturas de apresentacdo de antigenos des

crita anteriormente.
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AVBLIACEO DA ATIVIDADE DO FATOR DE NECROSE TUMORAL (FNT) NOS

SOBRENADANTES DE MACROFAGOS.

A atividade FNT foi medida pelo ensaio de citoto
xidade sobre células tumorais L-929, descrito por FLICK & GIF
FORD (1984) modificado. Os mesmos éobrenadantes utilizados
para a deteccao da atividade I‘L1 foram utilizados para verifi
car a atividade FNT. Previamente, céluias L~-92% foram incu
badas por 24 horas em meio RPMI 1640 com 5% de SBF a uma con

centracao de 3 x 104 células/pogo em placas de 96 pogos (Fal

con). Ao término da incubacido, os sobrenadantes dos pogos fo
ram removidos e 100 ul de meio novo contendo 2,0 pg/ml de ac
tinomicina-D (SIGMA) foram colocados nos pogos. Diluigoes
seriadas 1:2 dos sobrenadantes de macrdfagos,em um volume de
100 ul foram colocados ﬁos pogos contendorcélulas L-929 e incu
bados por 18 a 20 horas a 37°C, em atmosfera contendo 95% de
ar e 5% de CO,. Ao findar da incubagdo, os sobrenadantes
foram removidos invertendo-se a placa, e as células foram cora
das e fixadas com 100 pl de solucdo contendo 0,2% de cristal
violeta em 20% de metanol em agua (v/v), por 15 minutos. v Em
sequida, os pocos foram lavados com agua e 100 ul de solucao
de lauril sulfato de sbdic a 1% foi adicionadc;

A leitura de absorbdncia de cada pogo foi obtida
em’ espectrofotometro TITERTEK MULTISCAN utilizando-se o filtro
de 540 nm, contra o branco.que possui 100% das ceélulas lisadas.
Como controle, usamos FNT recombinante murino em concentracoes
conhecidas que variam de 0,1 a 1000 U/ml. | Os dados experimen
tais foram expressos como unidades de FNT por mililitro (U/ml),

que foi definida como o inverso da maior diluigdo do  sobrena

dante capaz de lisar pelo menos 50% das células I1-929.
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DETECGCAO DE H,0, LIBERADA PELOS MACROFAGOS.

Este ensaio foi realizado conforme técnica des
crita por PICK & KEISARI (1980). | Células do exsudato perito
neal induzidas pelos diferentes estimuladores ou células resi
dentes no peritdneo foram incubadas a uma concentracao de
1 x lO6 células/pogo em placas de 24 pogos em SSB sem verme
lho fenol, contendo 1% de SBF por 1 hora a 37%. As células
nao aderentes foram removidas lavando~se 0s pogos 2 vezes com
SSB sem vermelho fenol. Aos pogos foram adicionados 1 ml de
solucio de SSB com vermelho fenol a 0,56 mM e 50 ug de pero
xidage de rabanete selvagem (PRS) e incubados por 60 minutos
na presen¢ga de um dos seguintes estimuladores: acetato miristi
co de forbol (10 ng), jacalina purificada (50 pg), concanavali
na-A (50 ug) ou LPS (10 ug).

Ao final da incubacao, os sobrenadantes foram re
movidos e centrifugados para retirar as possiveis células em
suspensao. A reacdo foi alcalinizada com 10 pl de NaOH 1N
para permitir a dosagem de vermelho fenol oxidado, gue & dire
tamente proporcional a H,0, liberada pelos macrofagos. A lei
tura da absorbancia dos sobrenadantes foi obtida em espectrofo
tometro utilizando o filtro de 610 nm, contra o branco que &
a solucdo de vermelho fenol alcalinizada. A concentracae de
H,0, foi calculada utilizando sempre padrOes de H,0, com do
ses sabidamente conhecidas com (0,1 ~ 100 nM H,0,) com as quais
tracamos uma curva padrdao, o que féi realizado em todos os ex

perimentos.
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RESULTADOS.
INDUCAO DE EXSUDATO PERITONEAL PELA JACALINA.

Com a finalidade de verificar a capacidade da ja
calina de induzir migragdao de células paré o peritbneo de ca
mundongo, foram injetadas quantidades diferentes de 3jacalina
bruta, que variaram de 10 a 1000 ug/animai. Os resultados ex
pressos na figura 1A mostram a contagem de células obtidas 3
dias apds a injecdo. Verificou-se que a migracdo de células é
dose-dependente, e que a dose capaz de induzir indices maximos
de celularidadé € a de 500 ug por animal. Doses superiores a
essa ndo aumentaram significativamente o nimero de células.
Foi verificado também que doses superiores a 1000 pg/animal
sdo toxicas, levando a morte dos animais dentro de 24 horas
apds a injecao.

Como a preparag¢do de jacalina bruta possui va
rias outras substancias além da lectina, testamos a atividade

da jacalina purificada para indugdo de migracdo de células se

melhantemente ao extrato bruto. A figura 1B mostra que a jaca

lina purificada & capaz de induzir migracdo de células no peri
toneo. Foi observado que a dose de 200 ug/animal induz indi

ces maximos de células.

CINETICA DO NUMERO DE CELULAS TOTAIS NA CAVIDADE PERITONEAL

APOS A INJECAO DE JACALINA.

Com a finalidade de avaliar quantitativamente a
celularidade no peritdneo de animais injetados com jacalina,
coletamos células apds 24,48,72,96,120 e 144 horas. Verificou-
-se que o nimerc de células aumenta, atingindo o pico 48 horas
apds a injegdo e reduz gradativamente aos niveis normais apds

120 horas (figura 2).
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FIGURA 1A ~ INDUCAO DE EXSUDATO PERITONEAL PELA JACALINA BRUTA,

Os dados mostram o numero total de células (média t desvio pa
drdo) no peritdneo de camundongos Balb/C, 3 dias apds a inje
cdo de Jacalina Bruta. Os resultados foram cbtidos de 3 expe

rimentos (n = 4). Como controle utilizamos solugao de NaCl a

0,85%.
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FIGURA 1B - INDUCAO DE EXSUDATO PERITONEAL PELA JACALINA PURI

FICADA (JACALINA - P).

Doses diferentes de Jacalina - P foram injetados em camundon
gos Balb/C e apds 3 dias o exsudato foi colhido. O Grafico
mostra o nimero total das cé&lulas no peritdneo (média f desvio
padrao) obtido de 3 experimentos (n = 4). Como controle temos
© numero total de células obtidas de animais que receberam so

mente solucao de NaCl a 0,85%,
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FIGURA 2 - CINETICA DO NUMERO DE CELULAS TOTAIS NA CAVIDADE PE

RITONEAL APOS INJECAO DE JACALINA.

O grafico ilustra o nimero de células totais nos diferentes
dias apds a injecdo de ZOO-ug de Jacalina - P. Como controle
temos o0s dados obtidos de animais que receberam somente solu
¢ao de NaCl a 0,85%. Os resultados expressam a (média t des

vio padrdo de 3 experimentos distintos (n = 4) .
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ANALISE DO TIPO DE CELULAS PRESENTES NO PERITONEO APGS A INJE

CAO DE JACALINA.

Para verificarmos o tipo celular que a Jjacalina
faz migrar para a cavidade peritoneal, submetemos amostras das
células coletadas apds 5,24,48,72,120 e 144 horas a coloragao
de Giemsa. Em termos percentuais verificamos que ha um aﬁmeﬂ
to elevado de polimorfonuciaares nas primeiras horas apds a in
jegdo da lectina, cujo pico & a 5 horas, regredindo gradativa
mente até atingir os niveis normais apds 120 horas. As célu
las mononucleares, em termos percentuais, diminuem nas primei
ras 24 horas e comecam aumentar, atingindo os maiores Indices
apds 72-96 horas e regridem aos niveis controles apds 120 hgo
ras (figura 3).

Para verificarmos a presenca da linhagem monoci
tica, utilizamos a técnica de coloragao pela esterase nido-espe
cifica, que consegue diferenciar mondcito-macrdfagos (positivo
para este teste) das linhagens linfociticas e mielociticas (ne
gativa para o teste). Para tanto, coletamos celulas apds 24,
48, 72, 96, 120 e 144 horas apds a injecéoa Os resultados ex
pressos na figura 4, demonstram gue nas primeiras 48 horas pos
\ﬁinjeqéo de jacalina ha um crescimento de células esterase-po
sitivas (de 23% para 29%), atingindo um maximo apds 72-96 ho
ras onde, em sua grande maioria, sio esterase-positivas (79% e
76%, respectivamente), indicando a presencga de um grande nime
ro de células da linhagem monocitica neste periodo. Subsequen

temente a este periodo as células esterase-~positivas regridem.
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FIGURA 3 - ANALISE QUALITATIVA DOS LEUCOCITOS NO PERITONEQ IN

DUZIDO PELA JACALINA - P.

Os resultados indicam o perfil cinético em termos percentuais
de LeucoOcitos Polimorfonucleares (i*ﬁ) e Mononucleares (- = -)
apds a injecado de 200 pg de Jacalina - P. Os dados se referem

aos nimeros obtidos de 3 experimentos distintos {n = 4).
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FIGURA 4 -~ AN-ALI‘SE DAS CELULAS INDUZIDAS PELA JACALINA - P

ATRAVES DA CITOQUIMICA DE ESTERASE NXO ESPECTFICA.

A Figura mostra o percentual de células esterase - DPositivas

- subsequente a injecdo de 200 pug de Jacalina no peritdneo de ca

mundongos Balb/C. Como controle temos o percentual de célu
las esterase - Positivas dos animais gque receberam somente 80

lugdo de NaCl a 0,85%. Os dados indicam os resultados obti

dos de 3 experimentos distintos (n = 4).
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ANALISE COMPARATIVA EM TERMOS PERCENTUAIS DE CELULAS ESTERASE-
~-POSITIVAS ENTRE OS ELICITADORES TIOGLICOLATO DE SODIO, CONCA

NAVALINA~A E JACALINA.

Para esta finalidade, dividimos os animais em 4
grupos. No primeiro grupo injetamos 200 ng de jacalina; no se
gundo grupce, 200 pg de concanavalina-A; no terceiro grupo,
1 ml de tioglicolatc a 3% e no quarto gruéo, 1 ml ‘de solugao
salina estéril. As células foram coletadas apds 72 horas, e

amostras foram submetidas a coloragao para esterase nao-especl

fica. Os resultados mostram que 78% das células elicitadas pe
la jacalina sdo esterase-positivas, contrapondo-aos 66% de cé
lulas esterase-positivas para as elicitadas pelo tioglicolato
e 62% de células esterase-positivas para células elicitadas pe

la concanavalina-A (figura 5).

EXPRESSAO DE RECEPTORES PARA Fc E C3b E ATIVIDADE FAGO

cITICA.

Para este enéaio utilizamos macrdfagos obtiéos 3
dias apbs a inje¢do de jacalina, tioglicolato, con-A e macrdofa
gos peritoniais residentes. Nossos resultados moétram gque B5%
dos macrdofagos elicitados pela jacalina formam rosetas com o©
complexo EA e 91% com o complexo EAC, e que 90% e 95% dos ma
crofagos elicitados pela jacalina sao capazes de fagocitar via
receptores para Fc e C3b, reséectivamente {(Tabela 5). Igual
mente, verificamos que a grande maioria dos‘macréfagos elicita
dos pelo tioglicolato e pela concanavalina-~A formam rosetas e

fagocitam o complexo EA e EAC. Ja os macrofagos residentes,

tem poucas células com receptores para EAC (11%), enquanto que,
praticamente metade das células (47%) tem receptores para EA .

A fagocitose via EA e EAC pelos macrdfagos residentes, e muito

restrita, sendo que apenas 2% das células fagocitam via EA e
4% via EAC.
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FIGURA 5 - CELULAS ESTERASE - POSITIVAS NA CAVIDADE PERITONEAL

APOS INJECAO DE DIFERENTES INDUTORES DE EXSUDATO.

Os resultados mostram o percentual de células esterase - posi

tivas 3 dias apds a injec3o na cavidade peritoneal de: Jacali

na - P, 200 ug; 1 ml de solugdo de tioglicolato de sddio a
3%; concanavalina~A, 200 ug. Os dados se referem aos resul

tados obtidos de 3 experimentos distintos (n = 3).
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TABELA 5 - FORMACﬁO DE ROSETA &  FAGOCITOSE PELOS
DIFERENTES  MACROFAGOS  PERITONEAIS VIA
RECEPTORES PARA ¥¢ E C3b

M@ Peritoneal Roseta Fagocitose

E “Fe C3b E- - Fc C3b
Residente 24 476 11ta4 0 2*4 44
Jocalina 2*0 B5%5 91*3 7%3 90x3 92*2
Con A 10 824 T2£2 103 62%3 87k 6
Tioglicolato §+*0 915 90te6 12x4 8313 8514

Os resultados mostram o percentual de células roseta - positi
vas e fagocitose - positivas em macrdfagos residentes ou macrd
fagos elicitados obtidos 3 dias apds a injecdo intraperitoneal
de: 200 pg de Jacalina - P; 1 ml de Tioglicolato de sdédio a
3% e 200 pg de concanavalina - A. Para verificarmos o percen
tual de celulas que possuem receptores e fagocitam via Fe uti

lizamos o complexo (Hem&cia de carneiro + IgG e via C3b pelo

" complexo (Hemacia de carneiro + IgM + complemento). Os dados

o2 PTIRR . - . . .
indicam a média _ desvio padrd@o, obtidos de 3 experimentos dis

tintos.
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DETERMINACAO DE CELULAS Ia-POSITIVAS NO EXSUDATO INDUZIDO PE

LOS DIFERENTES ESTIMULADORES.

Para determinac¢io do percentﬁal de células Ia+,
utilizamos células do peritoneo de animais nofmais e células
obtidas apbs o terceiro dia de injegdo dos diferentes estimula
dores. Pela analise de imunofluorescéncia indireta verifica
mos que 59% das células elicitadas pela jacalina sao Ia®, con
trapondo a 46% para as células elicitadas pela concanavalina-2;

38%, para as células elicitadas pelo tioglicolato e 2% para as

células residentes no peritdneo de animais normais (figura 6).

CAPACIDADE APRESENTADORA DE ANTIGENO PELOS MACROFAGOS INDUZI

POS PELA JACALINA.

Os macrofagos possuem uma funcdo importante, gque
€ a capacidade de apresentar antigenos para os linfocitos T .
Para verificarmos se os macrdfagos elicitados pela jacalina
sao eficientes ou ndo para esta funcao utilizamos macrofagos
elicitados por esta lectina e outros estimuladores, coletados
3 dias apbs a injecdo. Os resultados obtidos mostram que os
macrofagos elicitados pela jacalina sdo altamente eficazes ém
apresentar antigenos KLH para linfécitos T previamente sensibi
lizados, mostrando um indice de estimulacdo de 9,54; contrapon
do aos indices de 5,5 para os macr6fagos elicitados pela conca
navalina-A; 4,19, para os macréfagos elicitados pelo tiogli

colato e 4,1 para os macrbfagos resjidentes (figura 7).
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FIGURA 6 - PERCENTUAL DE CELULAS Ia - POSITIVAS NO EXSUDATO PE

RITONEAL INDUZIDO PELA JACALINA.

Trés dias apds a injecdo do agente indutor de exsudato, as cé

lulas peritoneais foram obtidas, fixadas e submetidas a técni

~ca de imunofluorescéncia indireta para a verificacdo do percen

tual de células Ia Positivas. Os dados ilustram os resulta
dos obtidos de 3 experimentos  distintos (média do experi

+ . -
mento _ desvio padrao).
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FIGURA 7 -~ CAPACIDADE APRESENTADORA DE ANTIGENO PELOS MACROFA

GOS PERITONEAIS ELICITADOS PELA JACALINA.

' Os macrofagos peritoneais residentes ou elicitados com: 200 ug

de Jacalina ~ P; 200 ug de concanavalina-A e 1 ml de Tiogli
colato de sddio a 3% (1 x 104 macrofagos por Pogo), foram pul
sados com 100 pug/ml de Hemocianina (KLH) por 6 horas, fixados
em paraformaldeido a 1,0% , em seguida foram incubados por 72
horas com 5 x 10° linfécitos T de animais previamente imuniza
dos com KLH. Os dados mostram a média : desvio padrdao do in
dice de estimulagdo (contagem por minuto dos Linfdcitos T na

presenca de macrdfagos pulsados com KLH + contagem por minuto

dos linfocitos T na presenca de macréfagos incubados somente

com meio de cultura). Os resultados representam os dados ob

tidos de 3 experimentos distintos.
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ATIVIDADE INTERLEUCINA-1 NO SOBRENADANTE DE MACROFAGOS INDUZI

bOS PELA JACALINA,

Neste ensaio, analisamos a capacidade dos macrd
fagos elicitados pela jacalina, de secretar interleucina-1l, ja
que esta citocina tem importante papel nos processos inflamatd
rios e imunoldgicos. Para tanto, utilizamos sobrenadantes de
macrofagos residentes, elicitados pela jacalina e elicitados
com tioglicolato. Os macrofagos assim obtidos foram incuba
dos por 24 horas, na presencga de meio somente ou LPS (10 pg/ml)
e testados em cultura de co-estimulacio de timocitos de camun
dongos C3H/HeJ na presencga de fitohemaglutinina. Dados mostra
dos na Tabela 6, indicam que os sobrénadantes de macrofagos re
sidentes, elicitados com tioglicolato e jacalina sem a presen
¢a de estimulo adicional tem uma atividade IL-1 muito pequena,
pois aumenta de 2 a 4 vezes a proliferacdo de timbcitos. J& os
sobrenadantes de macrofagos residéntes, elicitados com tiogli
colato e jacalina obtidos em presenga de LPS possuem maior

atividade IL-1 comparado com os sobrenadantes sem estimulo adi

cional, sendo que, os sobrenadantes de macrdfagos elicitados

com jacalina e estimulado com LPS é a que tem maior atividade

IL-1.

AVALTACAO DA CAPACIDADE SECRETORA DE H,0, PELOS MACROFAGOS ELI

CITADOS PELA JACALINA.

A geracdo e a secrecao dos intermediidrios reati

vos do oxigénio (IRO), como o Ion superdxido (0,=) e o perdxi

do de hidrogénio (H,0,) pelos leucdécitos, tém um importante pa

pel na defesa do hospedeiro contra infecg¢Ces e doencas neopld
sicas. Para verificarmos se os macrdfagos peritoneais residen
tes e os macrofagos elicitados por: jacalina, con-a, tioglico

lato secretam IRO, dosamos o perdxido de hidrogénio 1liberado
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.TABELA 6 - ATIVIDADE IL-% NOS 'SOBRENADANTES DE M@s PERITONEAIS

Sobrenadantes ‘ Proliferagdo Timdcitos {CPM)
Meio - | 531 2 84
M@ Residente 1.500 T 230
M@ Residente + LPS . 3.233 ¥ 189
M@ Residente + Jocalina T 1.820 ¥ 278
M@ Jacslina o _ 2.655 * 102
M@ Jacoling + LPS 11.354 2 93
Mg Jacolino + Jacalino 2.948 ¥ 307
Mg Tioglicolato ' 1.328 T 121
M@ Tioglicolato + LPS 6.376 L 398
M@ Tioglicolaio: + Jacalina | 1.662 % 68
IL-1 Recombinante ™ | 17.442 £ 155

* (10U/ml)

1 x 106 Timdcitos de camundongos C3H/HeJ foram incubados por

72 horas na presenga de 2 ug de fitohemaglutinina e com os di

- ferentes sobrenadantes de macrdofagos, que foram obtidos incu

bando-se os macrofagos com meio RPMI - completo, LPS (5 ug/ml)
ou Jacalina (10 pg/ml) diluidos (1/4). Os resultados repre
sentam os dados obtidos de 3 experimentos distintos (Média do

CPM i desvio padrao).
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por estas células apds a estimulacio ou nio com o acetato mi
ristico de forbol (10 ng/mi), jacalina {50 ug/ml), con-A
(50 pyg/ml) e LPS (10 pg/ml). Nossos dados indicam ‘que os
macrdofagos elicitados com jacalina e con-A liberam grandes
quantidades de peroxido de hidrogénio, quando estimulados com
PMA, jacalina e com con-A. Ja os macrofagos residentes e eli
citados com tioglicolato produzem pouca quantidade de perédxido
de hidrogénio, tanto na présenga de PMA, jacalina ou Con—A'(Tg

bela 7).

AVALIACAO DA CAPACIDADE DE LIBERACAO DE H,0, DE MACROFAGOS ELI

CITADOS. "

Baseados nos resultados obtidos utilizando a ja

calina como indutor de secregfo de H,0, de macrdfagos elicita

dos (Tabela 7); utilizamos macrdfagos elicitados com concanava

lina-A, que sabidamente secreta metabdlitos ativos do oxigenio,

para verificar a melhor dose de jacalina purificada capaz de

secretar H,0,. Para tanto fizemos uma diluicdo da lectina

nas diferentes concentragbes. Os resultados ilustrados na fi

gura 8, indicam que doses variando de 3,12 a 50 pg/ml de Jaca

lina, sao bastante eficazes em liberar H,0,.

AVALIACAO DO FATOR DE NECROSE TUMORAL (FNT) NOS SOBRENADANTES

DE MACROFAGOS ELICITADOS PELA JACALINA.

Neste ensaio, avaliamos a capacidade dos macrofa
gos elicitados pela jacalina de sécretar FNT. Para tal finali
dade, utilizamos os sobrenadantes de macrofagos elicitados pe
la jacalina ou tioglicolato que foram obtidos, incubando-~se os
macrofagos em meio RPMI completo por 24 horas na presenca de:

meio somente; jacalina (10 e 50 ug/ml) ou LPS (10 ug/ml). Os
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TABELA 7 - PRODUCAD DE Hy O, PELOS DIFERENTES MACROFAGOS

Macrdfago | Hz 05 (MMol/10 6 cel./h)

PMA Jaco ConA LPS-
PERITONEAL
RESIDENTE t.5Y06 13%04 o08toz 0
PERITONEAL
ELICITADO
Tioglicolato 1.6*X0.8 1.1*06 07to0.2 o]
ConA 6.0 1.2 43X43 97X 11 0201
Jacalina 171X 0.7 16404 41.2% 4.0 0.4
ESPLENICO
Residente 0 0 o 0O
Tumoral 0 [ O O

Macrofagos peritoneais residentes ou elicitados com Jaca

lina - P, Tioglicolato e Concanavalina-A (3 dias): Macrd

- fagos esplénicos e Linhagens de Macréfagos (P-388 Dl, Clo

nes 13, 29, 39, 63) foram incubados por 1 hora em solucio de
Vermelho Fenol com um dos seguintes agentes; PMA (10 ng/ml);
Jacalina - P (50 ug/ml); CON-A (50 ug/ml) e LIPS (5 ug/ml).

Os dados mostram os resultados obtidos de 3 experimentos dis

- tintos (Média do experimento t desvio padrao).
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:esultados mostram que os macréfagos elicitados com tioglicola
to secretam 16 U/ml FNT na presenga de LPS e 2 U/ml em
presenca da jacalina (Tabela 8). Ja os macrdofagos elicitados
pela jacalina ndao secretam FNT em doses ménsuréveis, quando

estimulados com LPS ou jacalina.

24-
s PMA
204
i
~
o 16-
&)
¢
O 12-
~
O
T 8
©
z 4-
()“ T 1 T T I i T T

conc. Jacalina (ug/mi)

FIGURA 8 -~ ATIVIDADE LIBERADORA DE H,0, DE MACROFAGO ELICITADO

COM DIFERENTES DOSES DE JACALINA - P.

Camundongos Balb/C receberam 250 ug de con-a intraperitoneal
mente. Apds 3 dias as células péritoneais foram colhidas e os
macrofagos isolados por aderéncia, foram incubados com solugao
de Vermelho de Fenol por 1 hora com diferentes doses de Jacali

na - P. Como controle utilizamos o PMA (10 ng/ml). Os resul

tados ilustram os dados obtidos de 3 experimentos distintos.
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TABELA 8 — ATIVIDADE FNT NOS SOBRENADANTES DE M@s PERITONEAIS ELICITADOS

Sobrenodentes : FNT{U/m1)

M@ Tioglicoiato : <4
M@ ﬂoglicoleto + LPS ’ 16
M@ Tioglicolato + Jace 10~ . 2
M@ Tioglicolote + Jaca 50* 2
M@ Tioglicolato + LPS+ gf ~FNT ¢4
M@ Jocaling {4
M@ Jacalina + LPS | ¢4
M@ Jacaling + Jaco 10* _ {1
MP Jocalino + Joca 50 ‘ <4
*( pg/mt)

Macrofagos elicitados com Tioglicolato ou Jacalina - P (3

dias) foram incubados na presenca de: meio somente; 5 ug/ml

de LPS; 10 e 50 pg/ml de Jacalina -~ P por 24 horas. A ati

vidade FNT foi avaliada pela capacidade citotdxica dos sobre
nadantes de macr6fagos sobre as células L-929. Os resultados

representam os dados obtidos de 2 experimentos distintos.
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DISCUSSAQ.

Neste trabalhb, avaliamos a capacidade da lecti
na jacalina de induzir exsudato peritoneal em camundongos. Os
resultados mostram que tanto o extrato salinc de sementes de
A. intergrifolia (jacalina bruta) como a jacalina purificada
sdo capazes de induzir forte exsudato peritoneal. Nag primei
ras 24 horas apds a injecdo de jacalina, ﬁé um  predominio de
leucdcitos polimorfonucleares., J& apds 72-96 horas, ha um pre
dominio de ceélulas mononucleaxés. A analise citoquimica das
celulas do exsudato induzido pela jacalina mostrou que a gran
de maioria das células mononucleares é esterase-positiva.

Apds a verificacdo de que a jacalina induz um ex
sudato rico em macrofagos, avaliou~se funcionalmente estes ma
crofagos. O primeiro ensaio funcional realizado, foi a de for
magao de rosetas e fagocitose via receptores para Fo de IgG e
via receptores para o componente C3b do sistema complemento.
Os resultados obtidos demonstram que a grande maioria dos ma
crofagos elicitados pela jacalina possul receptores para Fc de
19G e C3b, bem como, fagocitam particulas através destas vias.

Na avaliacao de expressio de antigenos de classe
IT do CPH em células do exsudato peritoneal induzido pela jaca
lina, verificamos que 59% das células s3o Ia~-positivas, contra
pondo aos 46% de ceélulas Ta-positivas encontradas no exsudato
pela Con-A e 38% de células fa-positivas encontradas no exsuda
to induzido pelo tioglicolato. Estes dados, quando comparados

aos resultados obtidos por BENBEHANIe cols. (I'985) , equipara a
jacalina com ¢ sulfato de berilio, LPS e adjuvante de Freund
completo que segundo os autores sdo considerados os melhores
indutores de macréfagos Ia-positivos "in vivo".

Como a expressdo de antigenos Ia esta relaciona

do com a capacitacdo do macréfago de apresentar antigeno para
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linfdcitos T, foi avaliado a capacidade dos macrdfagos elicita
dos pela jacalina de exercer essa atividade funcional. Os re
sultados mostram que, os macrofagos elicitados com jacalina
sd@o os mais eficientes, comparados aos demais macrdfagos testa
dos, para apresentar o anti&eno KLH para linfdcitos T de ani
mais previamente imunizados com este antigeno.

No que diz respeito aos mediadores secretados pe
los macrdfagos, inicialmente avaliamos a atividade da IL-1 nos
sobrenadantes de macrofagos elicitados pela jacalina. Os resul
tados obtidos mostram que os macrdfagos elicitados com jacali
na secretam grande quantidade de IL-1 quando'tratados com LPS.
Quando comparamos os sobrenadantes obtidos de.macréfagos elici
tados pelo tioglicoclato e jacalina tratados com LPS, verifica
mos a presenca de maior atividade IL-1 no sobrenadante obtido
de macrofagos elicitados com jacalina. Os resultados indicam
também que a jacalina por si s6 nioc foi capaz de ativar os ma
crofagos para a producio de IL-1.

Avaliamos também se os macrdfagos elicitados pe
la jacalina secretam H,0,. Os ensaios realizados demonstram

que os macrofagos elicitados pela jacalina secretam grande

' quantidade de H,0, quando tratados com PMA e Con-A mas ndo com

LPS. Nestes'ensaios e em ensaios posteriores, a jacalina mos
trou ser eficaz para induzir secrecdo de H,0, de macrofagos
elicitados por ela prdpria ou por Con-A. Os macrofagos peri
toneais residentes e elicitados pelo tioglicolato produziram
baixas concentractes de H,0, quando ativados pela PMa, jacali
na e Con-A. J& os macrb6fagos esplénicos e linhagens de macro
fagos tumorais nio secretam H;0, em nenhuma das condigOes expe
rimentais por nds realizadas. Os resultados obtidos confir
mam os dados obtidos por NATHAN e cols. {1979), onde foi veri
ficado que os macréfagos peritoneais residentes e macrofagos
elicitados pelo tioglicolato sdo capazes de secretar pequenas

quantidades de H,0, quanto tratados com PMA,
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Os resultados do ensaio de atividade FNT nos so
brenadantes de macrofagos elicitados com tioglicolato e jacali
na, tratados ou nao com LPS ou jacalina, indicam que o macrofa
go elicitado com jacalina nao secreta FNT na presenca de LPS
ou jacalina. A jacalina quando testada com indutor de secre
¢do de FNT, foi capaz de induzir someﬁte a secregcao de peque
nas quantidades de FNT (2U/ml) em macrofagos elicitados com
tioglicolato. Esses macrofagos, como o eéperado secretam FNT
na presenca de LPS. Dados ndo mostrados, indicam também que a
jacalina nao foi capaz de induzir em linhagens de macrdfagos
esplénicos (P-388 D, e Clone 29), a transcri¢do de RNA men

sageiro para IL~1 e TNF {Dr? CARLA MARTIN - Harvard Medical

School, comunicacao pessoal).
0 fato do macrofago elicitado pela jacalina se
cretar IL~1 e ndo secretar FNT na presenca de LPS nos coloca

frente a um tipo de macrdofago diferente dos demais macrofagos

.elicitados com o tioglicolato, arabinogalactana e BCG, que ao

serem ativados com LPS secretam IL-1 e FNT (GIFFORD & LOHMANN-
-MATHES, 1987; ADAMS & KOERNER, 1988; LUETTIG e cols. ,
1989).  Esses dadqs inaicam a possibilidade de que a jacélina
ativa o macréfago "in vivo" para responder a determinados si
nais modulatdrios. Isso é reforcado pelas récentés evidéncias
que demonstram o envolvimento de diferentes nucleotideos cicli
cos na sintese e secrecdo dessas citocinas. A IL-1 por exem
plo e modulada por vias metabblicas onde es£§0 envolvidos a
guanina monofosfato ciclico (CGMP), pois, drogas ‘como a
3-morfolino-sidnonimina (SIN 1) que aumentam este nucleotideo

ciclico intracelularmente inibem a sintese e secrecio dessa
citocina na presenca de LPS, mas ndo o FNT (ENDRES e cols.,
1991). Ja o aumento intracitoplasmitico de adenina monofosfa
to ciclico (cAMP), via inibidores de fosfodiesterase e prosta
glandina E,, leva a inibicdo de sintese e secrecido de FNT, na

presenc¢a de LPS, mas nao de IL-1 (RENZ e cols., 1988; STRIETER
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e cols.,, 1988; ENDRES e cols., 1991). Estudos posteriores
serdo necessarios para demonstrar a hipdtese de que macrdfagos
elicitados com jacalina estado com niveis basais de cAMP intra
citoplasmaticos elevados, 0 que explicaria a particularidade
dessas células, secretarem somente IL-1 na presenga de LPS.
Alternativamente, ha possibilidade doé macrofagos elicitados
pela jacalina secretarem pequenas quantidades de FNT, que nio
foil detectavel pelo método utilizado. Eséa possibilidade é re
forcada pelo fato de uma outra lectina também ligante de D-ga
lactose, de origem animal, denominada de lectina de Sarcophaga,
induzir secrecgao de FNT na linhagem de macrofagos de camundon
gos J-774,1 (ITOH e ceols., 1986).

Ao analizarmos os macrofagos elicitados pela ja
calina e comparando aos macrofagos elicitados pelo tioglicola
to fol verificado diferengas morfolégicas‘ e funcionais entre
eles. Os macrofages elicitados pela jacélina sao os mais ri
éos em células esterase-positivas, teﬁ maior expressao de molé
culas ¥a e apresentam antigeno com maior eficiéncia. O exsuda

to peritoneal induzido pela Con-A contém uma populagao de célu

las com percentual menor quanto a capacidade fagocitica via Fc

de IgG que a populacado elicitada com jacalina e o tioglicolato.
Os macrdofagos elicitados pela jacalina e Con-A, diferem dos ma
crofagos elicitados com o tioglicolato pelo fato deste macrofa
go ‘ter sua capacidade de secretar H 0, bastante reduzida em re
lagao aos demais. Os nossos resultados sugerem que a jacali
na "in vivo" poderia funcionar como um sinal capaz de induzir
© processo de ativagao de macrdofagos como déscrito para o BCG
(EZEKOWITZ e cols., 1981). Esta hipotese se apoia nos seguin
tes fatos: os macrofagos elicitados pela jacalina sido ricos em
esterase nao-especifica, sabidamente aumentada em células ati
vadas (LI e cols., 1973); expressam moléculas Ia, que nioc &
constitutivo nos macréfagos e sim resultado de eventos bioqui

micos e moleculares regulados ao nivel nuclear das células (FI
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GUEIREDO e cols., 1989); apresentam antigeno para os linfdci
tos T, atividade esta que depende de ativacao (BLUMENTHAL e
cols., 1983; UNANUE, 1984). Em conclusao, os macrofagos eli
citados pela jacalina expressam receptores para Fc de IgG au
mentada, antigenos Ia e secretam grandes quantidades de H,0,.
Segundo a classificacéo sugerida por ALAN e cols., (1983) e
ADAMS & HAMILTON, (1987) essa célula poderia ser definida como:
macrofago inflamatorio ou ptimado.

A analise funcional, onde foi avaliada a secre
gédo de FNT, IL-1 e H,0,, sugere que a jacalina "in vitro" pode
ria ser um agente seletivo.para a inducao dé secrecao de H,O,
de macrofagos. Esses resultados indicam a atuacio da jacali
na na estimulacao de uma via transducional seletiva relaciona
do com a indug¢do do mecanismo de explosioc respiratoria. A se
1etividadé de agéo‘dos sinais ativadores tem sido demonstrado
enm varios modelos de ativagao dos macrofagos. Por exemplo, ©
IFN-y inicia sua funcao modulatér;a através do aumento de in
fluxo dos ions sOdio para dentro da célula e saida de ions hi

drogénio do citosol'para o meio extracelular (PRPIC e cols.,

1989). A prostaglandina E, & um agente seletivo que faz aumen

tar os niveis de CAMP no citosol (SNYDER e cols., 1982). Ja o

LPS ou o seu componente ativo lipideo A, induz especificamente

" a produ¢ao de inositol trifosfatado, diacilglicerol e mobiliza

cad de ions cd@lcio intracelularmente, (PRPIC e cols., 1987).
Pela sua seletividade, a jacalina poderd ser um
reagente de grande utilidade nos estudos de ativacio e secre
cio de IRO, cujos mecanismos bioquimicos e moleculares nio es
tao suficientemente elucidados, bém como, abre a possibilidade
de utilizarmos a jacalina como reagente para a avaliacao fun
cional dos fagocitos (secrecao de IRO). A jacalina portanto
constitui-se em um ativador alternativo ac PMA. Uma das vanta

gens para o seu uso, relaciona-se com a possibilidade que ela
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oferece para estudar moléculas de superficie envolvidas na ati
vagao dos macrdofagos. Q PMA aparentemente nao se liga a estru
turas de membrana e atua em varias vias transducionais onde
ha aumento da atividade proteina Kinase ¢ (ADAMS & HAMILTON,
1987). A importancia bioldgica da definicao das estruturas

de superficie dos macrofagos envolvidas na ativacdo da explo

sao respiratoria, estd relacionada & func¢do anti-microbiana |,

anti-tumoral e de remocac e/ou distruicdo de material autoc
tone destas células (ADAMS & HAMILTON, 1988). A interacao do

macrofago com estruturas que possuem substa@ncias com atividade

lectina, pode ser um fator determinante para a destruic¢do desg
tes materiais, bem como para a ativapéo funcional dos macréfg
gos. Isto &, ativar o processo de explosio respiratdria e/ou
outros mecanismos ou inibi~los, & o que determina o macréfago
a‘mediar sua funcdo efetora ou ndo frente ao sinal estimu
lador presente no microambiente que o cerca. Baseado he§
tas consideracdes, a jacalina se torna uma excelente ferramen
ta para os estudos bioguimicos e moleculares das estruturas de

membrana envolvidas com a ativacac funcional dos macrofagos

. e/ou no desencadeamento ao processo de explosio respiratdria.

Algumas consideracoes podem ser feitas sobre a
estrutura a qual a jacalina se iiga na superficie dos macréfa
gos. Um fato importante que deve ser lembrado € que os macrd
faéos inflamatdrios por produzirem mais sialidases (LAMBRE e
cols., 1988), possuem maior numero de proteinas e lipideos gli

cosilados na sua membrana que macrofagos residentes. Este au

mento também estad associado a aquisigdo de atividade tumorici

da do macrdofago (KAPLAN & OLSTAD, 1981; MERCURIO e cols.,

1984; IRIMURA e cols,, 1987; AFROUN e cols., 1988). Estes da

dos, isto &, a maior riqueza em moléculas glicosiladas nos ma
crofagos inflamatdrios poderiam explicar a atividade preferen

cial da jacalina sobre estas células e nd3o sobre macréfagos




.O..Q..Q....Q.Q...O........Q....Q...G..Q......G...Q...

peritoneais residentes e esplénicos.

Algumas estruturas de membrana dos macrofagos,
candidatas a ligantes da jacalina podem ser as glicoproteinas
Mac-1 (CD1l1lb/18), 0os receptores FcyR I e FecyR II, o re
ceptor para o fator agregador de plaguetas e a molécula
p-150,95 , que.ao serem ativados através de anticorpos mono
clonais especificos ou pelos seus respectivos ligantes, indu
zem a secregao de H,0, de macréfaéos (SHAPPEL e cols., 1990;
RAVETCH e cols., 1986; HARTUNG e cols., 1983; SCHMALSTIEG e
dols., 1986) . Qutras estruturas glicoproteicas da membrana
dos macrdfagos que fem menos possibilidades de serem -os ligan
tes da jacalina sao o LFA-3 , CD 44 , CD 45 , pois quando es
timuladas por seus respectivos ligaﬂtes ou através de anticox
pos monoclonais especificos induzem a secrecac de IL-1 e FNT
dos macrdofagos (WEBB e cols., 1990} e a jacalina ndo é ca
paz de estimular a secregac destas citocinas.

Um candidato enddgeno, gque exerceria as func¢les

da jacalina "in vivo" poderia ser o Mac-2, uma lectina especl

fica para D-galactose, produzida por macrofagos inflamatdrios.

Esta lectina pode estar expressa na membrana dos macrofagos ou

ser secretada para o meio extracelular (CHERAYIL e cols.,
i989}. O Mac-2 secietado pode ainda se ligar a membrana de ou
tros macrOfagos via interacdo com estruturas de superficie que
possuem D-galactose.

Um fato que merece observaééo € que a molécula
Mac-2/CD 23 e a lectina ligante a mancse descrita por EZE
KOWITZ e cols., (1988} terem grande homologia ao nivel mole
cular. Ambas possuem os sitios ligantes ao agucar localizados
na porgio carboxi-terminal e sequdncias repetitivas ricas em
élicina e prolina na por¢dao amino-terminal. Baseado nessa ho
mologia, CHERAYIL e cols., (1989) nao descartam a possibilida

de do Mac-2/CD 23 também se ligar & molécula de manose. Re
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centemente, MIRANDA-~SANTOS e cols., 1991 a) descreveram a exis
téncia no extrato salino de semente de A. intergrifolia, de
uma outra lectina diferente da jacalina, gque foi denominada
pelos autores de Artocarpina. As analises obtidas pelos auto
res demonstram que essa lectina tem propriedades ligantes a ma
nose e saoc responsaveis pela atividade proliferativa de iinfé
citos T.e ativacdo policlonal de linfocitos B creditadas até
recentemente & jacalina (MIRANDA-SANTOS e cols., 1991 b). A
possibilidade de a artécarpina estar envolvida nos fendmenos

descritos no presente trabalho poderia ser valida em relagdo

aos estudos realizados com o extrato bruto de sementes de ja
ca. Esta possibilidade fiéé no entapto-prejudicada pois todos
os experimentos foram realiza&os também sem a jacalina purifi
cada que mostraram resultados idénticos entre si. No entanto
a participacdo da artocarpina nas atividades agui descritas
niao pode ser definitivamente excluidd e serada melhor estudada
uma vez que ésta lectina seja purificada é usada para tal fim.

As observacoes descritas nessa monografia, soma

das ao crescente numero de moléculas com atividade lectina en

volvidas em varios sistemas bioclégicos (VALEMBOIS e cols.,

1986; SHARON & LIS, 1989) e a demonstracdo de que os ni
?eis de glicosilacdo em moléculas de membrana das células va
riam com seu estado de ativacdoc e/ou maturacac (AFROUN e cols.,
1988) tornam as lectinas e seus ligantes um modelo interessan
te para os estudos ao complexo mecanismodedifenmmiaébe modula

cdo dos macrdfagos e outras células envolvidas no sistema imu

nolégico.
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CONCLUSOES

Os nossos resultados permitem concluir que:
A jacalina injetada na gavidade peritoneal de camundongos
induz forte exsudato inflamatdrio, onde nas primeiras 24
horas hd um predominio de célﬁlas‘polimorfonucleares. Ja
72-96 horas apos, ha um predominio (-80%) de c¢élulas mono

nucleares esterase-positivas {macrdfagos).

Os macrofagos elicitados pela jacalina possuem grande ex

pressao de antigenos de classe II e receptores para Fc de

IgG e C3b.

As analises funcionais dos macrdfagos éeritoneais elicita
dos pela jacalina mostram que estas células realizam fago
citose wvia FcyR e C3b; apresantaﬁ antigenos para 1lin
focitos P; secretam IL-1 na presenca de LPS e intermediad

rios reativos ao oxigénio (H,0,) na presenca de PMA.

A jacalina por si s, fol capaz de ativar a secregao de
H,0,, em niveis comparaveis ao PMA, de macrofagos elicita

dos com jacalina e Con-A.

Em ensaios bicldgicos a jacalina nido estimulou a secrecio
de IL-1 e FNT (exceto macrdfago tioglicolato) em ma

créfagos peritoneais elicitados ou residentes.

Os resultados funcionais indicam que a jacalina & capaz de
ativar uma via metabdlica seletiva nos macrofagos, capaz
de estimular o mecanismo de geragao e secre¢ao dos interme

diarios reativos do oxigénio.

Estes resultados em conjunto, sugerem que a jacalina pode
ser uma importante ferramenta para o estudc dos processos
inflamatdrios, para obtencio de macrSfagos com importantes

atividades funcionais e do complexo processo de ativacao

do macrofago.
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SUMMARY

In this work we stuéied the peritoneal exsudate
induced by the lectin jacalin. We observed that jacalin
induced large numbers of Polymorphonuéiear cells (Neutrophils)
within a 48 h period. After this time,- the number of
neutrophils decreased and the number of  mononuclear cells
increased. Following injeétion with jacalin, the number of
ménonuclear cells reached a maximum level within 72-96 h.

Approximately 78% of the mononuclear cells were macrophages

which tested positive for the non-specific esterase assay. The
functional analysis of these macrophages shows that a large
number of these cells express Fc gamma (85%) and C3b (91%)

receptors, phagocytize particles coated with the relevant

-opsonins (90% to Fc and 91% to C3b), express '~ Ia molecules

{59%), present antigens to KLH-sensitized T cells and secrete
IL-1 after stimulation with LPS and H,0, after stimulation
with PMA. Interestingly, these cells did not secrete TNF

after stimulation with LPS. We also demonstrated that jacalin

stimulates the secretion of H,O0, in elicited peritoneal

macrophages, but not IL~-1 or TNF. These results indicate that
jacalin is an excellent agent for the induction of peritoneal
exsudate cells rich in macrophages with important effector
functions and that "in vitro" it can trigger selective

metabolic phathways in macrophages.
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RESUMO

Neste trabalho, estudamos.o exsudato peritoneal
em camundongos induzido pela lectina jacalina. NOs observa
mos gue a jacalina induz grande influxo de células polimorfo
nucleares (neutrdfilos) nas primeiras 48 horas. Apds esse pe
riodo, o nimerc de neutrdfilos regride e o numero de células
mononucleares aumenta. As células mononucleares atingem a
niveis maximos 72-96 h , apds a injegao de jacalina. Aproxi
madamente 78% das células moﬁonucleares sdo macrofagos quando
analizadas pelo ensaio de esterase nao-especifica. As analises
funcionais destes macrdofagos mostram gque grande parte dessas
células expressam receptores para Fcy (85%) e C3b {91%), fago
citam particulas através dessas vias (90% para Fc e 91% via
C3b), expressam moléculas Ia (59%), apresentam antigenos para
linfocitos T de animais sensibilizados com KLH e secretam IL-1,
apds estimulacgdo com LPS e H,0,, apds estimulacdo com PMA. In
teressantemente, estas células ndo secretam FNT apos estimula
¢do com LPS. NOs demonstramos ainda que a Jacalina estimula a
secrecac de H,0, em maéréfaqos inflamatdérios {Con~A e Jjacali
na), mas nao FNT ou IL-1. Estes resultados indicam que a Jja
calina é um excelente agente para a inducao de exsudato pe
ritoneal de camundongos ricos em macrofagos com importantes
atividades funcionais e que "in vitro" é capaz de ativar uma

via metabolica seletiva nos macrofagos.
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