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RESUMO

NASSAR, R. S. Potencial da Migalina (Acilpoliamina) como agente
imunomodulador das fungbes de macréfagos murinos. 2013. 77 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Sédo Paulo, 2013.

As poliaminas naturais, putrecina, espermidina e espermina sao elementos
essenciais para as células de todos os seres vivos. Essas moléculas possuem baixo
peso molecular e influenciam mecanismos celulares fundamentais, incluindo
replicacdo de DNA, apoptose, transcricdo e translocacdo e modulacdo de sinais
intracelulares. A via biossintética das poliaminas tem sido alvo de pesquisas na
tentativa de controlar células tumorais e agentes patogénicos, uma vez que a
reducdo de seu conteudo intracelular resulta em efeito anti-proliferativo.
Recentemente foi isolada uma acilpoliamina na hemolinfa da aranha Acanthoscurria
gomesiana, a qual foi sintetizada e identificada como uma bis-acilpoliamina analoga
da espermidina e denominada Migalina. Este composto mostrou atividade
microbicida contra E. coli, porém o seu efeito imunomodulador n&o foi explorado. Os
mediadores imunes produzidos por macrofagos séo criticos para a regulacdo da
resposta imune e inflamatéria uma vez que estas células sdo implicadas no
processo de fagocitose, geracao de mediadores imunes e expressdo de moléculas
co-estimulatorias. A natureza e o nivel de ativacdo destas células definem a
imunidade adaptativa a ser gerada no organismo. Neste trabalho investigamos o
efeito in vitro da Migalina, sobre a atividade de macréfagos, analisando alguns
mediadores imunes produzidos durante a ativacdo destas células associada ou nao
a moléculas sinalizadoras adicionais. Nossos resultados mostram que macréfagos
murinos derivados da medula 6ssea (M$DM) de camundongos da linhagem C57BL/6
estimulados com Migalina ndo induziu citotoxicidade,entretanto aumentou a sintese
de nitrito devido a ativacdo da enzima iNOS independente da adicdo exdgena de
IFN-y. A producdo de TNF-a aumentou, mas n&o foram encontradas diferencas
significativas na sintese de IL-12p40. Além disto, a presenca de IL-18 nao foi
detectada. Observamos que em concentracfes mais elevadas a Migalina inibiu
significativamente a producéo de IL-12p40 e TNF-a induzida por LPS e a associagao
deste composto com Polimixina B ndo alterou a sintese de TNF-a. Verificamos
também que M¢DM de camundongos MyD88/ ativados com Migalina ndo induziu a
sintese de TNF-q, indicado que uma via TLR dependente de MyD88 é essencial
para a sintese de citocinas mediada por Migalina. Nossos resultados mostraram que
a Migalina é capaz de modular a atividade de macréfagos induzindo mediadores da
resposta imune inata e pode ser explorada como estratégia no controle de infeccdes.

Palavras-chave: Migalina. Poliaminas. Macréfagos. Citocinas. TLR. Nitrito.
Resposta imune inata.



ABSTRACT

NASSAR, R. S. The potential of Mygalin (Acylpolyamine) as an
immunomodulator agent of murine macrophage functions. 2013. 77 p. Masters
thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Natural polyamines (putrescine, spermine and spermidine) are essential elements of
cells from all species. They have low molecular weight and are implicated in many
cellular processes, including DNA replication, apoptosis, transcription and
translocation and modulation of intracellular signs. The biosynthetic pathway of
polyamines has been target of research in attempt to control tumor cells and
pathogenic agents, once the reduction of its intracellular content results in an anti-
proliferative effect. Recently, an acylpolyamine was isolated from the hemocytes of
the spider Acanthoscurria gomesiana, and identified as bis-acylpolyamine, a
spermidine analogous denominated Mygalin. This compound showed microbicidal
activity against E. coli, however, its immunomodulator effect has not yet been
explored. Immune mediators produced by macrophages are essential for the
regulation of immune and inflammatory responses, since these cells have been
implicated in the phagocytosis process, generation of immune mediators and the
expression of costimulatory molecules. The nature and level of activation of these
cells will define the adaptive immunity to be generated in the body. We investigated
the effect of the synthetic acylpolyamine Mygalin associated or not with additional
signaling molecules as an immunomodulator of the innate immune response. Our
results showed that, C57BL/6 bone marrow-derived macrophages (BDM¢) stimulated
with Mygalin did not induce cytotoxicity, but increased NO’; secretion through direct
activation of iINOS-independent of macrophage activation by exogenous IFN-y. The
production of TNF-a was increased, however no significant differences was seen in
the IL-12p40 synthesis. Furthermore, the presence of IL-1p was not detected. We
also saw that in higher concentrations, Mygalin inhibited significantly the production
of IL-12p40 and TNF-a induced by LPS, and the association of Mygalin with
Polymixine B did not change the TNF-a synthesis. We found that MyD88/ BDM¢
activated with Mygalin did not release TNF-q, indicating that the MyD88-dependent
pathway through TLR is essential for cytokine production during the Mygalin
stimulatory activity. Our results suggest that Mygalin should be further explored as an
immunomodulator of macrophages activity and can be investigated as a strategy in
the control of infections.

Keywords: Mygalin. Polyamine. Macrophages. Cytokines. TLR. Nitrite. Innate
immune response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Poliaminas

No século XVII Antonie Van Leeuwenhoek mencionou a presenca de um
agregado de estruturas cristais ao observar amostras de sémen humano, que foram
posteriormente relacionadas as poliaminas (VAN LEEUWENHOEK, 1678;
WALLACE; FRASER; HUGHES, 2003). Na década de 30, Dudley, Rosenheim, M. e
Rosenheim, O. (1924) deduziram sua férmula empirica e em seguida a sintetizaram
quimicamente (DUDLEY; ROSENHEIM; STARLING, 1926). As poliaminas naturais
sdo denominas putrecina, espermina e espermidina. A espermina e a espermidina
foram inicialmente observadas em espermatozoides, dando origem a nomenclatura
e embora a putrescina tenha sido descoberta no Vibrio cholerae, seu nome deriva da
grande quantidade isolada em carnes no estado de putrefacdo (STADTHAGEN;
BRIEGER, 1889).

As moléculas de poliaminas séo altamente conservadas no processo evolutivo,
sendo encontradas em todas as espécies vivas, exceto em duas ordens de Archaea,
Methanobacteriales e Halobacteriales (HAMANA; MATSUZAKI, 1992).

Devido ao seu amplo espectro de acdo, as poliaminas se tornaram alvos de
varios estudos cientificos, desde 1900 foram publicados mais de 75.000 trabalhos,
destes, 54% foram divulgados apds a década de 90. Embora haja uma consideravel
demanda de trabalhos publicados até o momento, existem poucas abordagens
conclusivas quanto aos mecanismos celulares, bioquimicos e moleculares das
poliaminas (WALLACE, 2009).

1.2 Fontes de obtencé&o das poliaminas pelas células eucarioticas

As poliaminas séo encontradas no ambiente intracelular em concentragoes que
estdo na razdo de milimolar (CASERO; MARTON, 2007), possuem baixo peso
molecular, havendo pequenas variagbes estruturais entre os grupos (WALLACE;
FRASER; HUGHES, 2003). Estas moléculas ndo se enquadram nas classes de
carboidratos, lipidios e proteinas, embora a ornitina seja um de seus precursores
biossintéticos (HAYASHI; MURAKAMI; MATSUFUJI, 1996).
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O conteudo intracelular de poliaminas é obtido basicamente de trés formas:
biossintese celular e captacdo a partir do meio extracelular, esta se divide em
absorcao proveniente da dieta e da microbiota intestinal. A principal fonte € fornecida
pela biossintese, seguida pela dieta e posteriormente pela microbiota intestinal,
conforme pode ser visto na Figura 1 (WALLACE, 2009).

De novo Gut microflora
biosynthesis

Intracellular

polyamine pool

Figura 1 - Vias de obtencé&o das poliaminas.
Fonte: (WALLACE, 2009).

1.2.1 Obtencao da via biossintética

A forma mais classica de obtencdo das poliaminas € a via biossintética (ver
Figura 2 de a-i). Resumidamente, esta via € iniciada pela descarboxilacdo da
ornitina em putrescina através da ornitina descarboxilase (ODC) (a). Posteriormente
dois grupos aminopropil sdo adicionados a putrescina. A adicdo do primeiro grupo
da origem a espermidina sendo esta reacao catalisada pela espermidina sintase (b).
A adicdo do segundo grupo amino se da atraves da espermina sintase gerando a
espermina (c) (WALLACE, 2009).

Os grupos aminopropil sdo originados a partir da S-adenosilmetionina
descarboxilada, que é produto da S-adenosilmetionina a qual é descarboxilada pela
S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC ou AdoMetDC) (d) (CASERO;
MARTON, 2007).

As poliaminas s&o recicladas através da acetilacdo catalisada pela
espermidina/espermina Nj-acetiltransferase (SSAT) (e), seguida pela oxidacdo
catalisada pela Nj-acetilpoliamina oxidase (PAQO) (f). Este sistema parece estar
envolvido na exportacdo das poliaminas para o meio extracelular (g) (WALLACE;
NUTTALL; COLEMAN, 1988).
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A principal etapa de controle da via biossintética das poliaminas se da atraves
da ODC (a), onde esta é degradada pelo proteossoma 26S. Para ativar o complexo
de degradacdo a ODC se liga a uma proteina especifica denominada antienzima
(Az) (h) e esta ao proteossoma (HAYASHI; MURAKAMI; MATSUFUJI, 1996). A
sintese de Az é estimulada pelas poliaminas, reduzindo as concentracdes de ODC.
Quando as concentragfes das poliaminas apresentam-se diminuidas surge uma
nova proteina denominada inibidor de antienzima (Azl) (i), que se liga a Az, ou seja,
Azl inibi a acdo de Az e se liga a esta com maior especificidade quando comparada
a ODC, sendo assim, o complexo proteossoma passa a se ligar ao conjunto Az — Azl
ao invés de Az — ODC, favorecendo a disponibilidade de ODC e potencializando a
ativacdo da via biossintética (LO PERSSON, 2009).

Methionine Arginine , Intracellular[ |Extracellular
MAT i Arginase A
S-adenosylmethionine L'Omlggig ]
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Figura 2 - Via biossintética das poliaminas.
Az, antienzima; Azl, inibidor da antienzima; MAT, metionina adenosiltransferase;
PAO, poliamina oxidase; SMO, espermina oxidase.
Fonte: Modificado de Wallace (2009).

1.2.2 Captura de poliaminas do meio extracelular

Além da regulacdo da concentracdo intracelular de poliaminas pelas vias de
biossintese e efluxo, as células sdo equipadas com um sistema de transporte ativo
gue capta poliaminas do meio extracelular transportando-as para o meio intracelular
(MITCHELL et al., 2007). Uma grande quantidade de poliamina € encontrada nos

alimentos e as bactérias que comp8&em a microbiota intestinal excretam consideravel
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fracdo destas moléculas que sédo capturadas e absorvidas através do intestino e
posteriormente usadas pelas células do organismo (WALLACE, 2009).

Véarios estudos buscam elucidar o sistema de transporte das poliaminas
(BELTING et al., 2003; BELTING; PERSSON; FRANSSON, 1999; SOULET et al.,
2004). Welch e colaboradores (2008) acreditam que o mecanismo de captura
envolva interacBes ibnicas, entretanto a real relacdo de equilibrio entre as
concentracdes enddgenas e exdgenas e 0S mecanismos e proteinas envolvidas no

complexo de transporte ainda ndo estdo bem definidos (LO PERSSON, 2009).

1.3 Estrutura, funcéo e anélogos

As poliaminas sédo protonadas em pH fisiolégico (Figura 3). Devido a esta
propriedade, interagem com uma série de moléculas essenciais, como &cidos
nucléicos (DNA, RNA, ATP), proteinas carregadas negativamente e fosfolipidios
(IGARASHI; KASHIWAGI, 2010).

Putrescine
H,N™(CH,),N"H,

Spermidine
H,N*(CH,),N*H,(CH,),N*H

3

Spermine
HN*(CH,),H,N"(CH,),N"H,(CH,),N*H,

Figura 3 - Estrutura das poliaminas em pH fisiologico.
Fonte: (WALLACE, 2009).

Tais interagbes influenciam mecanismos celulares essenciais, dentre eles,
sintese proteica, proliferacdo, diferenciacdo (TABOR, C. V.; TABOR, H., 1984,
THOMAS; THOMAS, 2001) e sinalizacao (LIU et al., 2003; LIU et al., 2005), além da
defesa celular que ocorre através de acao antioxidante e anti-inflamatoria (HASKO
et al., 2000; LOVAAS; CARLIN, 1991).

A via metabdlica das poliaminas tem sido amplamente explorada como alvo de

intervencdes terapéuticas no campo da oncologia. Células e tecidos carcinogénicos
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apresentam acentuado aumento intracelular na concentragcdo de poliaminas e na
atividade da ODC, que é a principal reguladora da via biossintética (ver 1.2.1).
Intervencbes nestas etapas resultam na contencdo da proliferacdo celular
(WALLACE, 2009).

As poliaminas sao essenciais para o crescimento celular. Foi verificado que a
reducdo nas concentracoes intracelulares de poliaminas resultou na diminuicdo da
sintese de &cidos nucleicos e proteinas, levando a inibicdo da proliferacédo celular
(GERNER; MEYSKENS, 2004). Embora o crescimento celular equilibrado esteja
associado ao aumento das concentracdes de poliaminas, niveis muito elevados
destas parecem ser toxicos para as células, induzindo a morte e apoptose (LO
PERSSON, 2009).

Outro aspecto relevante das poliaminas é sua capacidade de modular sinais
intracelulares (LIU et al.,, 2003; LIU et al.,, 2005), interferir na regulacdo génica
(CARLSON et al., 2009) gerar atividade antioxidante na interagdo com espécies
reativas de oxigénio (EROs) (LOVAAS; CARLIN,1991) além de atuarem em
processos inflamatorios e imunossupressivos na dependéncia do tipo de poliamina
utilizada (HASKO et al., 2000; ZHANG et al., 1997).

Pequenas mudancas na estrutura das poliaminas refletem distintas funcdes
efetoras, sendo assim, seus analogos podem apresentar diferentes efeitos no
metabolismo celular (PIGNATTI et al., 2004).

Analogos sintéticos da putrecina, espermidina e espermina derivados do
bisnaftalimidopropil (BNIP) inibiram a proliferacdo induzida por concanavalina A e
lipopolissacaridio (LPS) em esplendcitos murinos e células mononucleares de
sangue periférico humano. A BNIP putrescina exerceu efeito inibitério mais
pronunciado, sugerindo uma relagdo entre o grau da inibicdo e o tamanho da
molécula (CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2004).

Outra comprovacdo de que a natureza da poliamina pode interferir
diferentemente na resposta imune foi constatada no tratamento de leucécitos
polimorfonucleares (PBMC) com a espermina sintética derivada do tetra-
hidrocloridrato, onde houve acentuada inibicdo na expressédo da molécula de adeséao
LFA-1(CD11a/CD18). Esta inibicdo foi menor no tratamento com espermidina
enquanto a putrecina ndo exerceu qualquer efeito inibitério (SODA et al., 2005).

Vérios analogos das poliaminas foram capazes de inibir a resposta imune. Foi

demonstrado inibicdo da sintese de (6xido nitrico sintase induzida) INOS e TNF-a
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em macrofagos da linhagem J774 ativados com espermina (SZABO et al., 1994a) e
de citocinas pro-inflamatérias em células mononucleares humanas estimuladas com
LPS (ZHANG et al., 1997).

Foi verificado que o LPS, potente ativador das funcdes efetoras de macrofagos,
exerceu efeito na via biossintética das poliaminas ao induzir a sintese de RNA
mensageiro (RNAm) da enzima ODC em mondécitos humanos e macrofagos murinos
(MESSINA et al.,, 1990). Outra espermina sintética BAP (1,4-bis (3-aminopropil)-
piperazina) comprovadamente teve acao sobre atividade de mondcitos uma vez que
suprimiu a sintese de TNF-a em células ativados por LPS (ZHANG et al., 1999)
enquanto a espermina sintética CNI-1493 inibiu a sintese de IL-1, IL-6, proteina
inflamatoria de macréfago (MIP)-1a/p induzida por LPS (ZHANG et al., 1997), IFN-y
e IL-12p40 em macréfagos (HASKO et al., 2000).

Os Receptores Toll-like (TLRs) sédo fundamentais para o estabelecimento da
imunidade inata através do reconhecimento de patégenos pelas células
hospedeiras, além disto, auxilia no desenvolvimento da imunidade adaptativa.

Pouco se conhece sobre o efeito das poliaminas na expressédo de TLRs. Foi
demonstrado que a presenca de poliaminas pode funcionar como um regulador
biologico da expressdo de TLR2, sendo essencial para estimular e modular a
expressao destes receptores em células epiteliais intestinais podendo ter funcdo na
regulacdo da barreira epitelial. Este efeito foi especifico, uma vez que a deplecdo de
poliamina reduziu o nivel de RNAmM e proteina de TLR2 e minimizou ativagao
induzida por LPS (CHEN, J. et al., 2007).

Outra evidéncia da participacdo de poliaminas na imunidade inata € o fato de
LPS sistémico aumentar ODC em microglia favorecendo a transcricdo de genes para
citocina e TLR2 (SOULET,; RIVEST, 2003). Isto comprova a importancia das
poliaminas no controle da resposta inata e abre perspectivas para o estudo do papel
imunomodulador da Migalina (acilpoliamina sintética), como imunomodulador da

resposta imune inata.

1.4 Migalina

A alta resisténcia das bactérias aos antibidticos convencionais vem se tornando

grave ameaga a saude publica, visto que o desenvolvimento de novas drogas
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mostrou-se insuficiente para promover uma cobertura terapéutica satisfatéria nos
altimos 20 anos (KUMARASAMY et al., 2010; TRAVIS, 1994).

Compostos enddgenos de origem animal tém se mostrado potenciais para o
desenvolvimento de farmacos como alternativa para conter a disseminacdo destes
patégenos, seja no combate direto ao microrganismo (HEBY; PERSSON; RENTALA,
2007) ou na modulacao do sistema imune do hospedeiro a fim de potencializa-lo no
combate a infeccBes (FINLAY; HANCOCK, 2004; JENSSEN; HANCOCK, 2010).

Peptideos e poliaminas sdo compostos enddgenos capazes de influenciar a
imunidade inata (CHEN, J. et al., 2007; CORDEIRO-DA-SILVA et al., 2004;
JENSSEN; HANCOCK, 2010), e as aranhas possuem uma grande diversidade
destes compostos (ESTRADA,; VILLEGAS; CORZO, 2007).

As acilpoliaminas presentes nas aranhas tém como alvo principal receptores de
células de insetos. Contudo, devido a similaridade entre o0s receptores de
vertebrados e invertebrados para estas moléculas as acilpoliaminas de aranhas tém
apresentado amplo potencial terapéutico em células de mamiferos (ESTRADA;
VILLEGAS; CORZO, 2007).

Recentemente, foi isolada e caracterizada uma acilpoliamina de baixo peso
molecular (417 Da) com capacidade antimicrobiana (PEREIRA et al., 2007). Esta
acilpoliamina, denominada Migalina, atualmente vem sendo sintetizada no
laboratoério de toxinologia do Instituto Butantan e estudos sobre a potencial funcéo
deste composto estdo sendo realizados.

A Migalina foi assim classificada por ter sido isolada da hemolinfa da aranha
Acanthoscurria gomesiana a qual pertencente a subordem Mygalomorphae. A sua
estrutura foi elucidada através de espectrometria de massa em tandem (MS/MS) e
por duas técnicas de espectroscopia, ressonancia nuclear magnética e (NMR) e
ultravioleta (UV). A Migalina foi identificada como uma bis-acilpoliamina N1, N8-bis
(2,5-dihydroxybenzoyl) espermidina, na qual o amino grupo primario da espermidina
estd acilado com o grupo carboxil do acido 2,5 dihidroxibenzoico (Figura 5)
(PEREIRA et al., 2007).
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Figura 4 - Estrutura molecular da Migalina.
Fonte: (PEREIRA et al., 2007).

Foi investigada a acdo antifingica e antimicrobiana da Migalina contra trés
microrganismos, o fungo C. albicans e as bactérias M. luteus (gram-positiva) e E. coli
(gram-negativa). No entanto, esta molécula foi ativa apenas contra a ultima, sendo a
concentracdo minima inibitéria (MIC) definida como a menor concentracao capaz de
gerar 100% de inibicdo do crescimento de E. coli igual a 85 uM (35,5 pug/mL) de
Migalina (PEREIRA et al., 2007).

Nas aranhas, apds o rompimento da barreira fisico quimica representada pelo
exoesqueleto, um dos mais importantes componentes da defesa imunolégica é
composto pelos hemadcitos que desencadeiam uma série de processos, dentre eles,
a producdo de moléculas efetoras (NAPPI; OTTAVIANI, 2000). Sendo a Migalina
isolada de hemdcitos da aranha A. gomesiana (PEREIRA et al., 2007) e o fato das
acilpoliaminas de aranhas apresentarem potencial acdo terapéutica sobre células de
mamiferos (ESTRADA; VILLEGAS; CORZO, 2007), ficamos motivados a avaliar se
esta molécula possui atividade imunomoduladora e sendo assim, nosso grupo de
pesquisa tem demonstrado o potencial da Migalina em estimular esplendcitos e
macrofagos através da inducdo de mediadores imunes sintetizados por essas
células (MAFRA et al., 2012).

1.5 Macroéfagos e receptores do tipo Toll

Nos vertebrados os mecanismos de resposta imune se dividem basicamente em
inata e adquirida (TAKEDA; AKIRA, 2005). O sistema imune inato € composto por
uma gama de moléculas e células, dentre estas, neutrofilos, células dendriticas e
macréfagos que possuem funcdo fagocitica e alto poder microbicida, além de
eosindfilos, basdfilos e outras (MOSSER; EDWARD, 2008).
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Os macroéfagos sé@o células fundamentais na geracdo do processo inflamatorio
além de orientar a resposta imune adaptativa que sera gerada posteriormente. Estas
células sdo oriundas da medula 6ssea, surgem inicialmente como monoblastos, pro-
monocitos e mondcitos, que sao liberados na corrente sanguinea e migram para
sitios extravasculares. Durante este processo, ocorrem varias alteracfes fenotipicas
e bioquimicas, como desenvolvimento do sistema lisossomal, aumento do conteudo
enzimatico, mitocondrial, metabdlico e consecutivamente o tamanho celular
culminando com a formacdo de macrofagos residentes ou inflamatérios que
posteriormente se estabelecem em diferentes tecidos, assumindo caracteristicas
fenotipicas especificas do tecido para onde migrou conforme pode ser visto na Figura
5 (GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER; EDWARD, 2008).

Dependendo do microambiente onde se localizam, os macrofagos podem sofrer
distintos processos de ativacao, resultando em populacdes capazes de desencadear
diferentes respostas imunes (EDWARDS et al., 2006). Estudos indicam que
diferentes estimulos podem mudar o fendtipo de uma determinada populagéo
(STOUT et al.,, 2005), fato que justifica sua plasticidade frente a distintos sinais
ambientais (GEA-SORLI; CLOSA, 2010; MYLONAS et al., 2009).
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Figura 5 - Processo de maturacdo de macrofagos.

Na medula 6ssea, a partir de uma célula tronco hematopoiética comum (HSC),
ocorrem Vvarias etapas de diferenciacdo em resposta ao fator estimulador de
colénias de macrofago, divisdo e diferenciagdo em monoblastos, pro-monocitos e
monacitos, estes saem da medula dssea e entram na corrente sanguinea. Em
camundongos ha evidencias de duas populacdes de mondcitos distintas. GR1"
mondcito inflamatério e GR1™ mondcito residente. Os mondcitos migram para
diferentes tecidos formando macrofagos especificos. CNS, sistema nervoso
central. GM-CFU, granulocito/ Unidade formadora de colénia de macrofago. M-
CFU, Unidade formadora de colénia de macréfago.

Fonte: (MOSSER; EDWARD, 2008).
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Os macréfagos atuam em processos de homeostase e de atividade imune no
organismo (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Quando ativados durante o
processo inflamatorio sdo capazes de fagocitar, apresentar antigenos, produzir
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).
Portanto, seu grau de ativacdo pode determinar a natureza e o nivel do processo
inflamatdrio, culminando na resposta imune induzida posteriormente (GEA-SORLI;
CLOSA, 2010).

Os macréfagos foram classificados em dois grandes grupos, os classicos (M1)
e os denominados macréfagos alternativamente ativados (M2). A populagdo M1
produz citocinas pro-inflamatoérias e atuam no controle de infecgfes. A populacdo M2
foi recentemente dividida em duas subpopulacdo, a alternativa e a regulatoria. A
regulatoria € composta por células produtoras de citocinas de perfil anti-inflamataorio,
capaz de mitigar possiveis acfes deletérias contra o préprio organismo a respostas
imunes exacerbadas. A populacdo alternativa sdo células com acdo direta na
remodelacéo tecidual. O nivel de ativacdo destas células é altamente regulado para
evitar o aumento exagerado de condicdo que possam culminar em doencas
autoimunes, reduzida capacidade de defesa do organismo a agentes infecciosos ou
deficiéncia na capacidade de reparo a danos teciduais (FLEMING; MOSSER, 2011).

Em macréfagos murinos, o M-CSF promove diferenciacédo para o fenétipo M1
(classico) e o GM-CSF promove diferenciacdo para o fenétipo M2 (WEISSER et al.,
2013). Estudos comparativos entre essas subpopulacbes mostraram que 0S
macréfagos classicos sdo eficientes produtores de interleucina 12 (IL-12) e os
regulatérios de IL-10. Ambos sdo competentes células apresentadoras de antigenos
e expressdo altos niveis da molécula coestimulatéria CD86, diferente dos
macrofagos alternativos (EDWARDS et al., 2006). Uma caracteristica deste ultimo é
a inducdo de arginase, que converte arginina em poliamina e hidroxiprolina,
contribuindo para a producéao da matriz extracelular (FLEMING; MOSSER, 2011).

Os macroéfagos, assim como outras células efetoras do sistema imune inato
sao geneticamente programados para detectar padr6es moleculares associados a
patogenos (PAMPSs) que sdo moléculas exdégenas evolutivamente conservadas entre
diversos microrganismos, as quais sao reconhecidas através de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) presentes em varios tipos celulares. Este
reconhecimento é de fundamental importancia para o inicio da resposta imune inata
(IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).
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Além dos PAMPs, existem outras formas de sinalizar possiveis acdes
deletérias ao organismo. As alarminas sdo equivalentes aos PAMPS, mas séo
moléculas de natureza enddgena capazes de recrutar e ativar células do sistema
imune inato e consecutivamente ativar de forma direta ou indireta a resposta imune
adaptativa, além de restaurar a homeostase por promover a reconstrucdo de tecidos
lesionados. Sendo assim, as alarminas e os PAMPs constituem uma grande familia
de Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPSs) (BIANCHI, 2007).

O sistema de reconhecimento pode ocorrer de mdultiplas formas, sendo uma
delas através dos TLRs. O genoma humano codifica pelo menos onze TLRs (LIN et
al., 2011) onde cada um reconhece determinado PAMP presente no microrganismo,
por exemplo, peptidioglicanos da parede celular bacteriana sdo reconhecidos pelo
TLR2, flagelina pelo TLR5 e sequéncias CpG néo metiladas de DNA bacteriano pelo
TLR9 (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; OSHIUMI et al., 2008), além de outras
moléculas por seus respectivos receptores. Tal como os PAMPs, a literatura também
descreve o acionamento dos TLRs através de sinalizagéo por alarmina (PARK et al.,
2004).

Um dos PAMPs mais bem estudados é o LPS que esta presente na superficie
de bactérias gram-negativas, cujo reconhecimento se da através do TLR4. Este
reconhecimento € de fundamental importancia na resposta inflamatoria local e
sistémica, uma vez que desencadeia uma cascata de sinalizacdes intracelulares que
resulta na ativacado de diversas vias e reguladores transcricionais capazes de induzir
inflamacé&o, reparo tecidual e ativacdo da resposta imune adaptativa (Figura 6)
(BLASIUS; BEUTLER, 2010; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004).
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Figura 6 - Respostas ao reconhecimento de PAMPs pelos TLRs.
Fonte: Modificado de Iwasaki e Medzhitov (2010).

Os TLR séo expressos em células imunes e nao imunes, sua expressao é
regulada rapidamente em resposta a patdégenos, citocinas e a estimulos de estresse
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006), sao moléculas transmembranas que contém
um dominio externo a membrana, ricos em sequéncias de leucina (LRR), e uma ou
duas regides ricas em cisteina, especifica para cada TLR. O reconhecimento de
componentes microbianos pelos TLRs inicia a via de transdugéo de sinais através de
um dominio intracelular designado regido homologa de receptores Toll/IL-1 (TIR)
(CRACK; BRAY, 2007). No compartimento citoplasmatico, o dominio TIR dos TLR
recrutam proteinas adaptadoras especificas, tais como: fator de diferenciacéo
mieldide 88 (MyD88), proteina associada a TIR (TIRAP), adaptador indutor de
interferon-p que contem o dominio TIR (TRIF) e molécula adaptadora relacionada a
TRIF (TRAM) (AKIRA; TAKEDA, 2004; UNDERHILL, 2007). Os diferentes estimulos
a serem reconhecidos pelos TLR induziram seletivos recrutamentos destas
proteinas adaptadores, culminando em uma resposta especifica da célula
hospedeira (AKIRA; TAKEDA, 2004; CHEN, K. et al., 2007).

Apbs estimulo do ligante, ocorre dimerizagédo dos TLR induzindo a transducgéo
de sinal que envolve uma ou mais moléculas adaptadoras, incluindo quinase
associada a receptor IL-1 (IRAK)-1, IRAK-4, fator associado ao receptor de TNF

(TRAF)-6, quinase ligada a TANK (TBK)-1, proteina quinase ativada por mitbgeno
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(MAPK) e o complexo IKB quinase (IkK) levando a ativacéo do fator de transcricao
nuclear kappa B (NF-kB) ou fator regulatorio de interferon (IRF)-3 ou a proteina
ativadora (AP)-1 (CHEN, K. et al., 2007; KAWAI; AKIRA, 2007) (Figura 7).

As vias de sinalizacdo dos TLR apresentam uma via dependente de MyD88,
comum a todos os TLR, exceto ao TLR3 envolvida na ativagdo de NF-kB. O TIRAP é
requerido especificamente em resposta a ativacao de TLR2 e TLR4 e parece regular
a transcricdo de NF-kB, e este a expressdo de genes que codificam proteinas de
perfil pro-inflamatorio (FITZGERALD, 2001; TAKEDA; AKIRA, 2004).

Em contraste, a via de sinalizacdo independente de MyD88 ¢é seletiva apenas
ao TLR3 e TLR4 (KAWAI; AKIRA, 2007), o qual desencadeia uma cascata de
sinalizacdo ativando IRF-3 levando a expressao de interferon beta IFN-B. TRIF é
essencial para esta via, pois ativa IRF-3 via TBK-1 e IKKg, levando a inducéo de
IFN-B. O TRIF esta associado diretamente ao TLR3, mas indiretamente ao TRLA4,
dependendo da intermediacdo de TRAM para desencadear a cascata de sinalizacao
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; O'NEILL, 2006). A ativacao dos fatores de
transcricdo resulta na producdo de citocinas pro-inflamatérias dependentes de NF-
kKB e IFN-B dependente de IRF-3 (CHEN, K. et al., 2007; KAWAI; AKIRA, 2007). A
ativacdo desses mecanismos pode auxiliar na resposta inflamatoria, eliminacéo do
agente infeccioso e reparo tecidual (IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).
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Figura 7 — Participagdo de MyD88 nas possiveis vias de sinalizagdo desencadeadas pelos
TLRs.
Todos os TLRs, exceto o TLR3 recruta MyD88, IRAKs e TRAF6 para ativar a via
Ubcl13/TAK1 pds estimulo dos receptores. O complexo TAK 1 ativa o complexo
IKK composto por IKKa, IKKB e IKKY/NEMO, os quais induzem a fosforilagéo de
kB que libera NF-xB que sera translocado ao nucleo. TAK1 também ativa a via
MAPK e AP-1. IRF5 é recrutado pelo complexo MyD88-IRAK4-TRAF6 onde apés
ser fosforilado é translocado para o nucleo. NF-kB, AP-1 e IRF5 controlam a
expressao de genes que codificam citocinas de perfil pré-inflamatério. TRIF é
recrutado por TLR4 e TLR3 e interage com TBK1 e IKKi os quais fosforildo IRF3,
este sofre dimerizacdo e é translocado para o ndcleo induzindo a expresséao de
IFN | e genes induzidos por IFN. TRIF interage com TRAF6 e RIP1, mediando
ativagdo de NF-kB. TLR4, mas ndo TLR3 utiliza TRAM para ativagdo da via
dependente de TRIF.
Fonte: (LIN et al., 2011).

1.5.1 Ativacdo de macrofagos

Apbs a interacdo dos macréfagos com microrganismos ou seus derivados, ha
producdo de uma série de mediadores pr6 ou antiinflamatérios, dentre eles: Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleceucinas (IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12,) e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs) (GORDON, 2003; MAHIDA, 2000;
MANTOVANI; SICA; LOCATI, 2007). Estes mediadores sédo produzidos como

tentativa de eliminar o patégeno pelo hospedeiro, para manter a homeostase e
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regular a imunidade adaptativa a ser desenvolvida posteriormente (RAMIREZ et al.,
2005).

O TNF-a pode desencadear agao local ou sistémica, sobre neutrdéfilos é capaz
de aumentar a producdo do anion superéxido, do peréxido de hidrogénio, da
atividade fagocitica e citotoxicidade, além de estimular a degranulacéo e a aderéncia
dessas células ao endotélio (CAMPEBELL et al., 2007).

A Interleucina 12 é produzida principalmente por fagécitos, como macréfagos,
células dendriticas e neutréfilos. Esta citocina € um heterodimero composto de duas
subunidade denominada p40 e p35 sendo a secrec¢éo de IL-12 p40 superior a de IL-
12 p70 (WYSOCKA et al., 1995). A regulacéo positiva desta citocina ocorre devido a
presenca de produtos derivados de microrganismos e citocinas como IFN-y (YUN et
al.,, 2002) e TNF-a (FLESCH et al., 1995) enquanto a presenca do fator
transformador de crescimento (TGF)-B e IL-10 dentre outras citocinas, regulam
negativamente a producao de IL12 (D'ANDREA et al., 1995). Sua principal funcao é
integrar imunidade inata (ativando células NK) e a adaptativa, pois regula a ativacédo
de células T “naive” durante a diferenciagcao das subpopulacdes de linfocitos (PARK;
SCOTT, 2001).

O aumento da producdo de IL-12 favorece o aumento de IFN-y que
potencializa a acdo microbicida dos macrofagos através da producdo de EROs e
ERNSs, como por exemplo, o éxido nitrico (NO) (SCHINDLER et al., 2001).

O TNF-a e a IL-12 sdo os dois principais mediadores pro-inflmatorios
derivados de macréfagos que contribui para a resposta inflamatéria desencadeada
em mamiferos, além de exercerem funcdes proeminentes na ligacdo entre a
resposta imune inata e adquirida (XIAOJING, 2001).

O NO é outra molécula de fundamental importancia sintetizada por macrofagos
na resposta imune inata frente a citocinas inflamatérias e a produtos bacterianos,
desempenhando acéo antitumoricida e antibacteriana in vitro e in vivo (TRIPATHI et
al., 2007).

Varias outras citocinas sao produzidas apos a ativacdo de macrofagos que
corroboram para o processo inflamatério, podendo potenciar a destruicdo de
microrganismos e a definicdo da imunidade adaptativa. A IL-6 € capaz de recrutar e
ativar neutrofilos, além de induzir a producdo de proteinas de fase aguda
importantes para o controle da inflamacédo (FORTE, 2007). IL-18, juntamente com o

TNF-a induzem a expressao de moléculas de adesao (CHEN et al., 2003; TOSI,
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2005), enquanto a IL-10, de caréter anti-inflamatorio, inibi a sintese de IL-12 (ZHOU;
NAZARIAN; SMALE, 2004) e ativacdo de linfécitos T (RAMIREZ et al., 2005). O
equilibrio entre mediadores pré e antiinflamatérios € essencial para o organismo,
onde os mediadores pro-inflamatdrios atuam no combate ao patdgeno enquanto os
anti-inflamatoérios controlam possiveis reacdes deletérias ao proprio organismo
hospedeiro (GRUTZ, 2005).

Considerando o potencial imunomodular das poliaminas e seus analogos
(HASKO et al., 2000; HEBY; PERSSON; RENTALA, 2007; ZHANG et al., 1999) e o
carater microbicida da Migalina (PEREIRA et al., 2007), resolvemos verificar se este
composto é capaz de modular a resposta imune inata através da ativagdo de

macrofagos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permite concluir que a
Migalina:

v/ Ativa diretamente a resposta imune inata através da inducdo NO e TNF-q,

mas nao de IL-12p40 e IL-13, onde esta, n&o foi detectada.

v' Controla a resposta inflamatéria induzida por LPS, reduzindo a sintese de
TNF-a e IL-12p40, podendo ser explorada como molécula reguladora da
homeostase celular, frente a respostas imunoldgicas exacerbadas.

v" Requer sinaliza¢cdes mediadas por TLRs via a molécula MyD88 durante a
ativacdo dos macrofagos para a producdo de TNF-a.

v' Nao altera o perfil de sintese de TNF-a na presenca de PLMX, sugerindo
gue sua acao efetora independe de LPS.

Estudos adicionais sdo necessarios para melhor elucidar os mecanismos de
transporte, moléculas e vias de sinalizac6es envolvidas na ativacdo dos macrofagos
por Migalina. Contudo, podemos concluir que esta poliamina modula a atividade de
M¢DM através de mediadores da resposta imune inata e pode ser explorada como
estratégia no controle de infeccgdes.
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