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RESUMO

GONCALVES, M. T. A¢dao do imunomodulador P-MAPA sobre o sistema complemento e
receptores do tipo Toll em modelo de inflamag¢ao induzida por lipopolissacarideo. 2014.
107 f. Dissertagdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Concebido inicialmente como um composto antitumoral, o P-MAPA (agregado polimérico de
fosfolinoleato-palmitoleato de magnésio e amonio proteico) apresentou potencial
imunomodulatdrio, em diversos estudos, sobre a secre¢do de citocinas, producdo de éxido
nitrico por macréfagos, eliminagdo de patégenos intracelulares e reducao da progressao de
tumores. No entanto, a sua a¢dao sobre elementos da imunidade inata, como o sistema
complemento e receptores do tipo Toll (TLRs), ainda ndo é conhecida, embora ja existam
evidéncias de que o P-MAPA possa agir sobre TLRs. Neste estudo foi avaliado o papel
modulador do P-MAPA sobre o sistema complemento, os receptores TLR2 e TLR4, as
moléculas acessérias CD14 e CD11b, e os receptores de anafilatoxinas C3aR e C5aR, na
inflamacgdo induzida por LPS de E.coli, usando o modelo ex vivo de sangue total humano.
Nossos resultados mostraram que o P-MAPA promove ativa¢do das vias classica e alternativa
do sistema complemento e producdo das anafilatoxinas C3a e C5a. Sobre leucécitos de
sangue periférico, o composto promoveu aumento da expressio de CD1lb e CD14,
diminuicdo da expressdao de C5aR, TLR2 e TLR4, quando combinado com LPS, mas nao
promoveu alteragdes na expressao de C3aR. O P-MAPA promoveu reducdo dos niveis de IFN-
y no plasma, aumento da producdo de TNF-a, IL-8, IL-12(p70) e perdxinitrito, mas nao
induziu producdo de superéxido, IL-6, IL-1B, TGF-B ou IL-10. Ensaios, nos quais a inibicdo do
sistema complemento foi induzida, sugerem que o P-MAPA pode interagir direta ou
indiretamente (via ativagao do complemento) com TLR2 e TLR4. Por meio de testes in vivo
foi possivel determinar a dose letal do P-MAPA e, em conjunto, os dados obtidos no
presente estudo mostram que o P-MAPA apresenta acdo pro-inflamatéria em modelo ex
vivo de sangue total humano e que o tratamento combinado com LPS leva a uma
amplificacdo dos seus efeitos.

Palavras-chave: P-MAPA. Inflamacdo. Imunomoduladores. Receptores do tipo Toll. Sistema
Complemento. Sangue total humano.



ABSTRACT

GONCALVES, M. T. Action of the immunomodulator P-MAPA on the complement system
and Toll like receptors in a model of inflammation induced by lipopolysaccharide. 2014.
107 p. Masters Thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2014.

Originally designed as an anti-tumor compound, P-MAPA (proteinaceous aggregate of
ammonium and magnesium phospholinoleate-palmitoleate anhydride) has been described
as a promising immunomodulatory compound in several studies, having promoted cytokine
secretion, nitric oxide production by macrophages, killing of intracellular pathogens and
reduction of tumor progression. However, its role on elements of innate immunity, such as
the complement system and Toll-like receptors (TLRs) is unknown, although there is
evidence that P-MAPA can activate TLRs. In this study , we have evaluated the modulating
effects of P-MAPA on the complement system, TLR2 and TLR4, the accessory molecules
CD14 and CD11b, and anaphylatoxins receptors C3aR and C5aR, in E. coli's LPS-induced
inflammation, using an ex vivo model of human whole blood. Our results demonstrated that
the compound promotes activation of the complement's classical and alternative pathways
and the production of anaphylatoxins C3a and C5a. On peripheral blood leukocytes, the
compound promoted increase of CD11b and CD14 expression, decrease of C5aR, TLR2 and
TLR4, when combined with LPS, but did not change C3aR expression. P-MAPA promoted
reduction of IFN-y in plasma, increased production of TNF-a, IL-8, IL-12(p70) and
peroxynitrite, but did not induce the production of superoxide, IL-6, IL-1B, TGF-B or IL-10. In
assays where the complement system was inhibited suggest that P-MAPA can interact
directly or indirectly (through complement activation) with TLR2 and TLR4. Through in vivo
tests, we were able to determine a lethal dose for P-MAPA. Altogether, our data indicates
that P-MAPA has proinflammatory action in ex vivo model of human whole blood and that
treatment combined with LPS leads to amplification of its effects.

Keywords: P-MAPA. Inflammation. Immunomodulators, Toll like Receptors. Complement
System. Human whole blood.



1 INTRODUCAO

1.1 P-MAPA

O agregado polimérico de fosfolinoleato-palmitoleato de magnésio e amonio
protéico, conhecido como P-MAPA, é um produto obtido a partir da fermentacdo de culturas
selecionadas de Aspergillus oryzae (FARMABRASILIS, 2008). Ele foi concebido, inicialmente,
como um tratamento anti-tumoral (FARMABRASILIS, 2008), mas estudos em modelos
animais e in vitro tém sugerido que o composto pode possuir propriedades
imunomodulatdrias.

O P-MAPA possui uma histéria de desenvolvimento distinta. Durante mais de 20
anos, o Dr. Odilon da Silva Nunes, médico residente de Birigui, SP, desenvolveu sozinho o
composto, em um pequeno laboratério que mantinha em sua propria casa. Em meados dos
anos 1980, seu filho, Iseu Nunes, levou a descoberta do pai ao laboratério do Dr. Nelson
Duran, um quimico que lecionava na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Foi
com a ajuda do Dr. Duran que se iniciaram os estudos de caracterizacdo do P-MAPA e
surgiram as primeiras oportunidades para estudd-lo em um ambiente académico
(FIORAVANTI, 2010). Hoje, o P-MAPA foi patenteado, sob regime de patente aberta, e é
fornecido pela Farmabrasilis, uma Organizacdo Nao Governamental, sediada na cidade de
Campinas, SP.

O processo de producdao do composto consiste na fermentacdo do fungo Aspergillus
oryzae em biorreatores esterilizados, em meio de cultura aquoso de aveia e gelatina, na
propor¢do de 10/1. A mistura é fermentada por 120 horas, sob temperatura de 20 a 35 °C,
pH entre 2 a 4, aeracdo e agitacdo. Apds este periodo, o meio é filtrado e o composto é
extraido com acetado de etila, seguido de precipitacdo por solucdao aquosa de carbonato de
sddio (20%, pH 11). Como resultado, sdo formados microcristais (Figura 1) que, em seguida,
sdo lavados com acetato de etila e éter e secados (DURAN et al., 1990 apud FIORAVANTI,
2010; MELO et al., 2014)".

Descrito por Durdn e Nunes (1991), este agregado polimérico possui em sua
estrutura magnésio (20,1+0,9%), amodnio (10+3,3%), fosfato (45,2+2,7%), acido linoleico

(11,6%4,3%) e proteina (0,49+0,07%), com peso molecular totalizando 316 kDa, e a fracdo

'DURAN, N.; NUNES, O. D. S. Characterization of an aggregated polymer from Penicillium sp. (PB-7
Strain). Braz. J. Med. Biol. Res, v. 23, p. 1289-1302, 1990.



protéica, 16 kDa. Estudos relativos a fracdo protéica do P-MAPA ndo foram ainda realizados,

nao se conhecendo sua fung¢do bioldgica.

Figura 1 — Imagens dos cristais de P-MAPA
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A) Cristais fotografados por microscépio eletrénico de varredura. A esquerda, em
aumento de 300x, e a direita, em aumento de 25000x. (Fotos: FARMABRAILIS, 2008). B)
Cristais de P-MAPA em embalagens fornecidas pela Farmabrasilis. (Foto: FARMABRAILIS,
2010).

Devido a sua estrutura complexa, o P-MAPA ndo é facilmente solubilizado, o que fez
com que grupos de estudo optassem por administrar o composto ressuspendido em solugao
salina (NaCl 0,9%). Apesar desta condicdo, ensaios in vitro e in vivo realizados pela
Farmabrasilis (2010) ndo mostraram toxicidade para o composto.

O P-MAPA demonstrou ser eficaz no controle de diferentes tipos de tumores,
prolongando o tempo de vida de camundongos BALB/c com tumor ascitico de Ehrlich (EAT),
com doses entre 0,5 a 10 mg/kg (JUSTO; DURAN; QUEIROZ, 2000), de ratos Wistar com

tumor de Walker 256, com dose de 0,5 mg/kg e camundongos BALB/c fémeas



transplantados com plasmocitoma ou carcinoma mamadrio, com doses de 80 ug/kg
(FARMABRASILIS, 2010), e de ratas com cancer de bexiga, com doses de 5 mg/kg, ao longo
de 8 semanas (FAVARO et al., 2012).

Estudos mostraram também a eficdcia do P-MAPA na elimina¢do de patdgenos
intracelulares, ao evitar a morte e diminuir a carga viral de camundongos infectados com o
virus Punta Toro (DURAN et al., 2009), inibir a infecgdo por Plasmodium yoelii e Plasmodium
chabaudi em camundongos (DURAN et al., 2008), prolongar a sobrevida de camundongos
infectados com dose letal de Listeria monocytogenes (de MELO; JUSTO; de SOUZA QUEIROZ,
2001), reduzir a carga parasitaria do protozoario Leishmania infantum na pele de cades
infectados (SANTIAGO et al.,, 2013) e reduzir a quantidade de unidades formadoras de
coldnia (CFU) do bacilo Mycobacterium tuberculosis no pulmao de animais tratados (FAVARO
et al.,, 2012).

Segundo alguns autores, a eficacia do P-MAPA, em prolongar a sobrevida de animais
com cancer ou infectados com patégenos intracelulares, estd associada a sua capacidade de
induzir a producdo e diferenciacdo de células progenitoras de granulécitos e mondcitos pela
medula éssea, uma vez que foi detectado aumento do numero de CFU-GM (unidades
formadores de col6nia de granulécitos e mondcitos) em animais com tumores (JUSTO;
DURAN; QUEIROZ, 2000) e infeccdes por patédgenos intracelulares (de MELO; JUSTO; de
SOUZA QUEIROZ, 2001), e de células uroteliais progenitoras (urothelial stem cells, USCs) em
animais com cancer superficial de bexiga (REIS et al., 2011), tratados com 5 mg/kg do
composto. Foi também demonstrado que o tratamento com P-MAPA promoveu aumento no
numero de linfocitos T CD8" em cdes com leishmaniose visceral (SANTIAGO et al., 2013).

As caracteristicas imunoestimulatérias do P-MAPA foram também detectadas em
culturas de celulares, tendo estimulado macréfagos a produzirem oxido nitrico (NO)
(BROMBERG et al., 2006; MELO et al., 2014) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (MELO et
al., 2014), o que também poderia ter contribuido para a contencdo de infeccdes e
crescimento tumoral.

Tratamentos com o polimero promoveram ainda aumento dos niveis de IFN-y e IL-2 e
diminuicdo de IL-10 em camundongos pré-tratados por 72 horas antes de serem infectados
com Listeria monocytogenes (de MELO; JUSTO; de SOUZA QUEIROZ, 2001), em macrofagos
de cdes infectados com Leishmania infantum (SANTIAGO et al., 2013), e em camundongos

com tumor ascitico de Ehrlich (EAT), além de ter sido observada restauracdo da atividade das



células NK e auséncia de IL-4 (JUSTO; DURAN; QUEIROZ, 2003). A producdo desse conjunto
de citocinas sugere que o P-MAPA promove direcionamento da resposta imune para um
perfil do tipo T,1 (FARMABRASILIS, 2010).

A especializagdao da resposta imune contra um patégeno é moldada por diferentes
citocinas, inicialmente pela ativacdo de receptores de reconhecimento de patogenos (PRRs),
nas células da imunidade inata. Em resposta a microorganismos intracelulares ou antigenos
protéicos, macréfagos e células NK desencadeiam a liberacdo de IL-12, IL-18 e interferon tipo
|, a partir da ativacdo direta de receptores do tipo Toll (TLRs), ou indiretamente, pela
secrecao de IFN-y por células NK, que ativam macréfagos e os induzem a produzir 1L-12.
Ativados, os macrdfagos passam a expressar CD40 ligante (CD40L), que ao efetuar ligacao
com CD40 de um linfécito T CD4" naive, secretam IFN-y, citocina crucial para a diferenciacdo
do linfécito naive no subconjunto Ty1.

Imunomoduladores s3ao capazes de induzir a producdao de citocinas, direta ou
indiretamente, incluindo IL-12, IFN-y, TNF-a e IFN-a (WU et al., 2005), sendo a secrecdo
destes mediadores detectadas em tratamentos com P-MAPA.

Os mecanismos de acdo do polimero, no entanto, ainda ndo estdo devidamente
esclarecidos. Estudos tém indicado que o P-MAPA atua sobre as células a partir da ativacao
de receptores do tipo Toll (TLRs) 2 e/ou 4, tendo sido detectada reatividade com estes
receptores in vitro (FAVARO et al., 2012). Estudos in vivo mostraram que o composto
promoveu aumento da expressdao de TLR2 e TLR4 por células uroteliais, apds o tratamento
intravesical de ratas com cancer de bexiga (FAVARO et al., 2012; REIS et al., 2011), e
aumento da expressao de TLR2 em macréfagos de caes infectados com Leishmania chagasi
(MELO et al.,, 2014). O composto também induziu fosforilacdo de IKK e p38 MAPK (p38
mitogen-activated protein kinase), indicando duas possiveis vias de sinalizacdo induzidas
pela ativacdo dos TLRs e consequente producdo de ROS e NO (MELO et al.,, 2014). O
composto parece também estar envolvido na regulacdo do gene p53 (REIS et al., 2011).

As propriedades imunoestimulantes, antivirais e antineoplasicas apresentadas pelo P-
MAPA o tornam um composto com potencial terapéutico promissor, porém, sdo necessarios
estudos mais detalhados da molécula, a fim de se conhecer melhor seus mecanismos de
acdo sobre o sistema imune. Junto a isso, nada se sabe sobre os efeitos do P-MAPA sobre
elementos do compartimento humoral do sistema imune, como o Sistema Complemento,

um dos elementos centrais da imunidade inata.



1.2 Crosstalk entre sistema complemento e receptores do tipo Toll

O sistema complemento consiste em um conjunto de mais de 30 proteinas,
encontradas no plasma e na superficie de células, cujas principais funcées envolvem a
destruicdo e opsonizagcdo de microorganismos patogénicos, quimiotaxia de neutréfilos e
mondcitos, participacdo na regeneracdo tecidual (revisado por SARMA; WARD, 2011).
Considerado inicialmente apenas como um mecanismo de apoio da imunidade inata,
atualmente entende-se o complemento como um dos componentes mais importantes desta,
capaz de atuar sobre diversos aspectos da imunidade, e como sendo um mecanismo crucial
para a manutencdo da homeostase e vigilancia do sistema imune.

Embora a ativacdo deste sistema possa ocorrer por trés vias distintas, a via cldssica,
alternativa ou das lectinas (Figura 2), todas convergem para a formacdo de uma C3
convertase, que promove a clivagem da proteina C3 e, a partir desta, a producdo de
fragmentos com propriedades distintas, como a anafilatoxina C3a e a opsonina C3b. A partir
da formacdo de C3 convertases, independente de qual a via de ativacdo, ocorre amplificacdo
da clivagem de C3 e formac¢do de uma nova convertase, a C5 convertase, responsavel por
clivar o componente C5 em novos fragmentos de tamanhos e fungdes distintas: C5a, uma
anafilatoxina, e a molécula C5b. Esta uUltima associa-se com os componentes seguintes da
cascata do complemento, C6 e C7, e insere-se na membrana celular. Em seguida, os ultimos
componentes da cascata, C8 e (9, ligam-se ao complexo C5bC6C7, onde ocorre
polimerizagdo de varias moléculas de C9 para a forma¢ao de um poro litico na membrana, o
complexo de ataque a membrana (MAC) (revisado por RICKLIN et al., 2010; SARMA; WARD,
2011).

As principais anafilatoxinas do complemento, C3a e C5a exercem diversos efeitos
sobre neutréfilos, mondcitos e macréfagos (MARTIN et al.,, 1997), como quimiotaxia,
aumento da expressdo de moléculas de adesdo, explosdo respiratéria e até mesmo acdo
sobre o endotélio vascular (FERNANDEZ et al.,, 1978; KLOS et al., 2009; WEBSTER;
ZANOLARI; HENSON, 1980). Elas ligam-se a seus receptores especificos, C3aR e C5aR,
receptores extracelulares acoplados a proteina G (LANGKABEL; ZWIRNER; OPPERMANN,
1999).



Figura 2 — Esquema das vias de ativagao do sistema complemento
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Esquema das trés vias de ativagdo do sistema complemento: via alternativa, classica e das lectinas.

Reguladores do complemento estdo indicados por caixas de texto (SARMA; WARD, 2011).

Assim como o sistema complemento, os receptores do tipo Toll (TLRs) sdo pecas
fundamentais da imunidade inata contra agentes nocivos e, também, no desenvolvimento
da imunidade adaptativa. Os TLRs fazem parte da grande familia de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) e sdo encontrados na superficie e em vesiculas
intracelulares de células da imunidade inata. Sua funcdo é reconhecer uma variedade de
padrées moleculares compartilhados por patégenos, tendo grande importancia na
discriminacdo do self do ndo-self (revisado por KAWAI; AKIRA, 2011; MORESCO; LAVINE;
BEUTLER, 2011).



Tais padrdes moleculares compartilhados por patdgenos incluem constituintes da
parede celular de bactérias, como o lipopolissacarideo (LPS), lipoproteinas, lipopeptideos,
lipoarabinomanana (LAM), proteinas como a flagelina, RNA viral, e sequéncias de CpG nao
metilado em DNA de virus ou bactérias (UEMATSU; AKIRA, 2008).

O LPS, conhecido também por endotoxina, € um componente da parede externa de
bactérias Gram-negativas e pode ser dividido bioquimicamente em regides lipidica e
polissacaridica. O glicolipidio central, lipidio A, e o polissacarideo central sdo componentes
obrigatérios da parede bacteriana e, enquanto os aglUcares da cadeia polissacaridea
apresentam grande variagdo e diferem de uma linhagem para outra, o lipidio A estd
altamente conservado ao longo da evolucdo e é a porcdo toxica da endotoxina (BERCZI;
QUINTANAR-STEPHANO; KOVACS, 2006).

O reconhecimento do LPS comeca no plasma, pela ligacdo da endotoxina com a LBP
(lipopolysaccharide binding protein), uma glicoproteina encontrada no soro em
concentrag¢des que variam de 0,5 a 10 pug/mL em humanos (TOBIAS et al., 1992). Ao unirem-
se, formam o complexo LPS-LBP que é identificado pelo CD14, uma glicoproteina expressa na
superficie de mondcitos macréfagos, neutréfilos e células dendriticas. A LPB eleva a
interacao do CD14 com LPS e facilita a deteccao da endotoxina; desse modo, a célula é capaz
de detectar niveis extremamente baixos de LPS (MATHISON et al., 1993). O CD14 nao possui
cauda transmembrana, entdo age como co-receptor para os receptores TLR4 e TLR2, que
reconhecem o LPS diretamente e transmitem os sinais intracelulares para a producdo de
citocinas (CHOW et al., 1999; YANG et al., 1998). Ainda, o CD14 pode atuar ndo somente
como co-receptor para TLRs na membrana extracelular, mas também para TLRs
intracelulares, como TLR7 e TLR9 (BAUMANN et al.,, 2010). Outra molécula também
envolvida no processo de interagdo com o LPS é o MD-2, um co-receptor presente na
superficie de mondcitos e macréfagos. MD-2, uma proteina secretada, liga-se ao LPS sem
necessidade de LBP, e este, por sua vez, liga-se ao TLR4 na presenca de CD14 (CHRISTIANSEN
et al., 2012; VIRIYAKOSOL et al., 2001).

A ativacdo dos TLR2 e TLR4 por LPS promove a associacdo intracelular dos dominios
TIR dos TLRs com MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88), que em
seguida recruta IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4). A cascata de sinalizacdo prossegue até a
fosforilagdo das proteinas IKK e consequente ativacdo do fator de transcricdo NFkB e sua

translocacdo para o nucleo; porém, a sinalizacdo por TLR4 pode ocorrer também de maneira



MyD88 independente, pela ativacdo de IRF3 (interferon-regulatory fator), levando a
producdo de IFN-B e a ativacdo tardia de NFkB (revisado por AKIRA; TAKEDA, 2004). A
transcricdo de NFkB, por sua vez, promove a sintese de citocinas inflamatdrias TNF-a, IL-6,
IL-8 e IL-13 (AKIRA; TAKEDA, 2004; HEUMANN; ROGER, 2002).

Muitos patdgenos podem ativar o sistema complemento e os TLRs, mas a literatura
sugere que além de atuarem independentemente, estes elementos interagem entre si, com
a finalidade de potencializar a resposta do hospedeiro contra o agente agressor. De acordo
com Hajishengallis e Lambris (2010), tais interagdes, ou crosstalk, tem grande valor
biolégico, na medida em que reforcam a imunidade inata ou regulam a inflamagao excessiva,
através de interacOes sinérgicas ou antagonicas, respectivamente. Estudos mostraram que o
crosstalk promove, em termos gerais, a regulacdo da expressao de receptores e a regulagao
da producdo de citocinas, induzidas a partir da ativacdo dos receptores envolvidos.

Através da anafilatoxina C5a e sua ligagdo com C5aR, o sistema complemento pode
regular a producdo de citocinas secretadas pela ativacdio de TLR4 em macréfagos,
aumentando a producgdo de IL-10 (OKAZAKI et al., 2011) ou diminuindo a secrec¢do de IL-12
(HAWLISCH et al., 2005; OKAZAKI et al., 2011), possivelmente pela via de sinalizacdo Erk1/2
(extracellular signal-regulated kinases), utilizada pelos TLRs (OKAZAKI et al., 2011). A
sinalizacdo do TLR9 pode também ser mediada por produtos do complemento,
principalmente por C3a, por meio de C3aR e, em menor extensdo, por C5aR. Relagdo similar
ocorre com TLR4, porém é C5aR, e ndao C3aR, quem mais afeta a sinalizagdo deste receptor
(ZHANG et al., 2007). Segundo este ultimo estudo, os sinais gerados por C5a/C3a poderiam
regular positivamente a expressao do fator de transcricdo NFkB e amplificar a transducao de
sinal feita normalmente por TLR4.

A cooperacgao entre TLRs e proteinas do complemento, como C3, parece contribuir
para a ativacdo dos mecanismos de destruicdo de microorganismos e endotoxinas por
moléculas microbicidas em fagolisossomos de fagdcitos. Além de C3, a presenca de C5
contribui para a inducdo da explosdo respiratodria e destruicdo de microorganismos, como E.
coli, em granuldcitos (LAPPEGARD et al., 2009). No entanto, tais eventos mediados pelo
complemento cessam com a inibicdo do CD14, sugerindo uma interacdo entre o
complemento e este co-receptor (LAPPEGARD et al., 2009).

A associa¢do entre CD14 e TLR4 ou TLR2 é fundamental, por exemplo, para inducao

da sintese de TNF-a (PAPADOPOQOULOS et al., 2012; PERERA et al., 2001; RABY et al., 2013).



Mas CD14 também opera em associa¢cdo com proteinas do complemento, como C3 e C5, na
promoc¢do da sintese das citocinas TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-13 (BREKKE et al., 2008) e na
regulacdo positiva da expressdo de CD11b (BREKKE et al., 2007; MOLLNES et al., 2002),
molécula presente na superficie de macréfagos e encontrada em associagdo com CD18.
Juntas, as moléculas formam o complexo CD11b/CD18, denominado CR3 (complement
receptor 3), uma integrina capaz de mediar a adesdo célula-célula e de funcionar como
receptor para a opsonina iC3b, um subproduto da clivagem de C3 (ROSS; VETVICKA, 1993).
Em associagdo com CD14 e TLR4, CR3 promove a expressao 6tima dos genes para IL-12 p35,
IL-12 p40 e COX-2 (PERERA et al., 2001).

Os efeitos pro-inflamatérios promovidos por C5a também estdo sujeitos a regulacao,
inclusive pelo préprio sistema: C3aR pode reduzir o recrutamento de neutrdfilos, mediado
por C5a e C5aR (WU et al., 2013), contribuindo, em parte, para a regulacdo do processo
inflamatdrio. Porém, C5a é capaz de impedir a internalizacdo de C3aR em mondcitos e
granuldcitos (SETTMACHER et al., 1999). TLR4 também pode modular as respostas a C5a,
aumentando-a a partir de sua ativagdao, ou diminuindo-a, ao modular negativamente C5L2,
outro receptor de C5a, reduzindo sua expressao (RABY et al., 2011).

No entanto, o crosstalk entre TLRs e elementos do sistema complemento pode ser
manipulado por patégenos (HAJISHENGALLIS; LAMBRIS, 2011), e assim, os efeitos sinérgicos
das interacbes, como aumentar a secrecdo de TNF-a, IL-1B e IL-6, podem se tornar
prejudiciais sob ativacdo excessiva do complemento (HAJISHENGALLIS; LAMBRIS, 2010). Tais
efeitos sdo observados na sepse, que se caracteriza como um intenso processo inflamatério,
resultante de infec¢do generalizada. Durante a sepse, grandes concentra¢cdes de endotoxina
induzem ativacdo excessiva do sistema imune e, em resposta, citocinas inflamatdrias podem
induzir choque e até mesmo levar a morte (NDUKA; PARRILLO, 2011).

Atualmente, as estratégias terapéuticas para o tratamento de sepse consistem do
uso de medicamentos anti-inflamatdrios e fatores pré-resolucdo da inflamacao (revisado por
BANNENBERG et al., 2005). Mas, como TLR4, TLR2 e o sistema complemento possuem
grande importancia no estabelecimento e desenvolvimento desta patologia, estudos tém
abordado estes receptores e proteinas como alvo de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento da sepse, testando in vitro, o bloqueio de receptores celulares, principalmente

CD14 (BREKKE et al., 2007, 2008; CHRISTIANSEN et al., 2012) e receptores de proteinas do



sistema complemento, como CR3 (EGGE, et al., 2013) e C5aR BREKKE et al., 2007, 2008;
MOLLNES et al., 2002).

Apesar das relacdes entre TLRs e complemento serem alvos potenciais para terapias,
o conhecimento das interagdes entre ambos é relativamente recente, e muitas delas ainda
devem ser descobertas (HAJISHENGALLIS; LAMBRIS, 2010).

Experimentalmente, o modelo que vem sendo usado para a avaliagao do crosstalk
entre receptores do tipo Toll e sistema complemento é o de sangue total humano (BREKKE
et al., 2007, 2008; MOLLNES et al., 2002). Ele permite investigar as intera¢ées do sistema
complemento com outras vias inflamatérias utilizando sangue periférico (HAJISHENGALLIS;
LAMBRIS, 2010). Estabelecido in vitro, o modelo consiste no uso de LPS, principal fator de
viruléncia de bactérias Gram-negativas, para ativar ambos complemento e TLRs, permitindo
a analise da resposta inflamatdria pela quantificacdo de citocinas, fatores de crescimento e
populagdes celulares presentes no sangue. Além destes produtos resultantes da ativacdo
celular, este modelo permite analisar a expressao de moléculas relacionadas aos receptores
TLR2 e TLR4 e complemento, como o CD14, os receptores de anafilatoxinas, C3aR e C5aR, e
o CD11b, todos presente em mondcitos, macréfagos e granulécitos.

Baseado nos estudos do crosstalk entre TLRs e complemento, o modelo de sangue
total oferece a possibilidade de estudar o comportamento imunomodulatério do P-MAPA
sob estas interacdes em ambiente inflamatdrio, usando material de facil acesso — sangue

periférico humano.



6 CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados deste estudo mostram que o P-MAPA promove uma série
de efeitos pré-inflamatdrios, relacionadas, principalmente, a sua capacidade de ativar o
sistema complemento pelas vias classica e alternativa. Tais ativacdes parecem ser
importantes para a modulagdo da expressdao de marcadores celulares em leucdcitos de
sangue periférico humano e producdo de citocinas.

A ativacdo do complemento pelo P-MAPA resultou na gera¢do das anafilatoxinas C5a
e C3a, que contribuiram para ativar os receptores celulares estudados, de maneira direta ou
indireta. O composto demonstrou capacidade de modular a expressdo de marcadores
celulares em leucécitos de sangue periférico humano, aumentando a expressdao de CD11b e
CD14, e reduzindo a expressdo de C5aR, TLR4 e TLR2, mas ndo alterou a expressao de C3aR.
O P-MAPA parece agir diretamente sobre TLR2, por meio do 4cido linoleico presente em sua
composicdo. Nossos dados sugerem que o composto ativa diretamente o receptor CD11b,
sendo que nao foi identificado o componente responsavel por tal interacao.

Os dados de inibicdo do complemento sugerem que o P-MAPA possa interagir com
TLR2 e TLR4 de maneira direta ou indireta, e que por meio dessas intera¢des, o P-MAPA
induziria a producdo de citocinas. Como resultado da acdo do P-MAPA sobre os diferentes
receptores, observou-se a producdo de TNF-q, IL-8, IL-12(p70), e perdxinitrito, mas ndo de
IL-6, IL-1B, IL-10, IFN-y, TGF-B e superdxido. Quando combinado ao LPS, mesmo em
diferentes momentos, o P-MAPA pareceu acentuar as modificacdes na expressao dos
receptores, indicando que o composto é capaz de ativar as células com consequente

producdo de mediadores pré-inflamatadrios.
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