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RESUMO

Efeitos da meta-clorofenilpiperazina (mCPP) sobre mecanismos da

mobiliza¢&o leucocitéaria: Estudos in vivo e in vitro
Lara Lombardi, Regina Lucia de Moraes Moreau.

A meta-clorofenilpiperazina  (1-(3-clorofenil)piperazina; mCPP) é uma
piperazina sintética que vem sendo apreendida de forma crescente no mercado de
drogas ilicitas, primeiro na Europa e, a partir de 2006, também no Brasil.
Recentemente ha relatos de aumento significativo da apreensdao de comprimidos
vendidos como ecstasy e que na realidade contém mCPP, porém estudos sobre
potenciais riscos dessa utilizagdo a saude ainda sido escassos. O papel da mCPP
como agonista de receptores serotoninérgicos ja esta bem descrito na literatura, razao
pela qual esta substancia é amplamente empregada em trabalhos cientificos,
principalmente psiquiatricos. No entanto, poucos sdo os trabalhos realizados com o
intuito de investigar mais profundamente as acdes desencadeadas no organismo pela
substancia em si. E sabido que a serotonina € um neurotransmissor liberado por
plaguetas no local de inflamacao e que exerce papel imunomodulatério importante
sobre as células imune Assim, considerando (1) a relevancia atual da mCPP no
contexto de apreensdo de drogas de abuso, (2) a necessidade de estudos sobre
efeitos das drogas de abuso no organismo, (3) escassez de avaliagdes dos efeitos da
mCPP sobre o sistema imunolégico e (4) sua provavel correlagdo com este sistema a
partir de suas acbdes em receptores serotoninérgicos, o presente trabalho pretendeu
iniciar investigacdes acerca da atividade da mCPP sobre as respostas imune inatas e
sobre os mecanismos da mobilizacdo leucocitaria. Para tanto, ratos Wistar machos
foram tratados com mCPP (1mg/kg, v.0.) e foram realizadas quantificacbes de
leucécitos na medula 6ssea, no compartimento circulante e no foco inflamatdrio
(peritbnio), em presenca ou auséncia de estimulo inflamatério (LPS, 1 mg/mL, i.p.),
como também da mieloperoxidase presente em tecido hepatico, pulmonar e do baco.
Complementando os estudos in vivo, ainda foi quantificada a cortisona plasmatica em
animais que receberam tal tratamento tendo seus receptores de glicocorticoides
previamente antagonizados (RU38486). Neutrofilos coletados do exsudato peritoneal
foram incubados nas concentracoes de 10 yM, 100 uM e 1000 uM in vitro e
investigados a migragcao neutrofilica, a expressdo das moléculas de adesido na
superficie neutrofilica, a quantificacdo de mediadores inflamatérios no sobrenadante

de cultura de neutréfilos e o processo de adesdo neutrdéfilo-endotélio, com células



endoteliais coletados a partir do cremaster. Os resultados demonstram que a mCPP
diminuiu a quantificacdo de leucdcitos no exsudato peritoneal e, concomitantemente,
aumentou o influxo de PMN para o tecido pulmonar, em vigéncia de estimulo
inflamatério. Ainda, in vivo, nao foi possivel observar diferengas na concentracédo de
cortisona sérica entre animais cujos receptores de glicocorticoides foram
antagonizados e aqueles cujos receptores em questdo encontravam-se normais. In
vitro, a mCPP, nas trés concentragbes empregadas, e tanto na vigéncia quanto na
auséncia de estimulo (LPS ou fMLP), causou alteragdes na migracao dos neutrofilos,
na adesao deste tipo celular ao endotélio, na expressdo de moléculas de adesao (L-
selectina, B2-integrina e PECAM-1) na superficie neutrofilica e na quantificacao das
concentracoes de mediadores inflamatérios (NO, IL-1B, IL-10, TNF-a) no
sobrenadante de cultura de neutrdfilos.

Os resultados obtidos sugerem, em conjunto, que a mCPP exerce atividade
pré-inflamatéria no que se refere a atividade neutrofilica, bem como sugerem que o
farmaco seja capaz de amplificar a resposta inflamatéria em modelo animal de rato,

tanto in vivo quanto in vitro.

Palavras-chave: mCPP; neutrdéfilo; inflamagao.



ABSTRACT

Effects of the meta-chlorophenylpiperazine (mCPP) over the leukocyte mobilization
mechanisms: in vivo and in vitro studies.

Lara Lombardi, Regina Lucia de Moraes Moreau.

The meta-chlorophenylpiperazine is a synthetic piperazine which has been
seized increasingly in the illicit drug market, primarily in Europe and after 2006, in
Brazil. Recently, there has been a significant increase on the apprehension of tablets
sold as ecstasy but that in reality contain mCPP. Despite its importance, studies over
its potential health risks are few.

The mCPP role as serotonergic receptor agonist is well known in the literature,
reason why this substance is widely employed in scientific research, particularly in
psychiatric studies. But there are few reports that aim to investigate thoroughly the
actions that this substance triggers in the organisms. It is also known that serotonin is a
neurotransmitter released by platelets at the site of inflammation and plays important
immunomodulatory role on immune cells.

Therefore, considering (1) the relevance of mCPP in the drug abuse context
nowadays, (2) the necessity of researching the effects of the drug abuse in the
organisms, (3) the lack of studies containing analysis of the mCPP effects over the
immune system and (4) the probable correlation between mCPP and this system,
through its activity in serotoninergic receptors, this report intended to lead
investigations about the mCPP activity over the innate immune response and over the
leukocyte mobilization mechanisms. For this purpose, Wistar male rats were treated
with mCPP (1mg/kg, v.0.), their leukocytes were measured in the bone marrow, in the
circulating compartment and in the inflammatory foci (peritoneum) in the presence or
absence of inflammatory stimuli (LPS, 1 mg/mL, i.p.) and the myeloperoxidase present
in liver tissue, lung and spleen was also quantified.

In addition to in vivo studies, the cortisone plasma was quantified in animals
receiving such treatment with glucocorticoid receptors antagonized previously
(RU38486). Neutrophils collected from the peritoneal exudate were incubated at
concentrations of 10 mM, 100 mM and 1000 mM in vitro. It was then investigated the
neutrophil migration and the expression of adhesion molecules on the surface of
neutrophils as well as the quantification of inflammatory mediators in the culture
supernatant. The process of neutrophil-neutrophil adhesion to endothelium was also
analyzed and endothelial cells were collected from the cremaster.

Results reflect that mCPP decreased the amount of leukocytes at the peritoneal

exudate and, concomitantly, increased the influx of PMN into the lung tissue during an



inflammatory stimulus. Also, in vivo, it was possible to observe differences in the
concentration of serum from animals which cortisone glucocorticoid receptors were
previously antagonized and those in which the receptors in question were normal. In
vitro, mCPP in three concentrations employed, and both in the presence or absence of
stimulus (LPS or fMLP) caused changes in the migration of neutrophils, in the cell
adhesion to the endothelium, in the expression of adhesion molecules (L-selectin,
integrin-B2 and PECAM-1), on the surface of neutrophils and in the concentrations of
inflammatory mediators (NO, IL-1B, IL-10, TNF-a) in the culture supernatant of
neutrophils.

The results suggest that, together, mCPP exerts pro-inflammatory activity with
respect to neutrophil activity. They also suggest that the drug is able to amplify the

inflammatory response in an animal model rat both in vivo and in vitro

Key-words : mCPP, neutrophils, inflammation.
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1. INTRODUCAO

Como é sabido, o sistema imune compde a primeira linha de defesa do
organismo contra invasores. Para isso, conta com uma diversidade de células
com fungdes especificas submetidas a refinado controle, o qual é responsivo a
uma gama de mediadores. Este sistema encontra-se integrado com todos os
tecidos, periféricos e centrais, para o pleno desenvolvimento de sua fungao,
sendo também responsivo a alteracdes que venham a ocorrer nestes tecidos e
compartimentos distintos.

O uso recreativo de drogas, legalizadas ou ndo, tem despertado sérias
preocupacdes sobre as consequéncias de tais substancias para o sistema
imunoldgico. Cannabis, cocaina, opidides e anfetaminas sado amplamente
utilizadas como drogas recreativas ilegais, e s&o descritos na literatura relatos
clinicos sobre a associagdo de seu uso com doencgas infecciosas. Ademais,
drogas legalizadas, como é o caso do etanol e do tabaco, estdo ligadas a um
consumo excessivo e correlacionam-se com problemas graves de saude. Estudos
experimentais corroboram com as observagdes clinicas sobre a associagao de
drogas de abuso com imunomodulagdo (FRIEDMAN et al., 2003), justificando a
importancia de investigacbes que desenvolvam e estudem mais profundamente

este tema.

A meta-clorofenilpiperazina (1-(3-clorofenil)piperazina) ou mCPP é uma nova
droga sintética que apareceu pela primeira vez em 2004 na Suécia e desde entéo
passou a ser encontrada em quantidades significativas no mercado de
substéancias ilicitas na Europa (KOVALEVA, 2008). llustrando tal fato, em 2006,
aproximadamente 823.000 comprimidos desta droga foram apreendidos em

paises da Unido Européia (KOVALEVA et al., 2008).
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A razao da utilizagcdo da mCPP como droga de abuso se deve ao fato dela
exercer efeitos similares (efeitos subjetivos e sobre o sistema serotoninérgico) a
MDMA (3,4 - Metilenodioximetanfetamina) (KOVALEVA et al., 2008; BOSSONG
et al., 2009) e, inicialmente, nao existir restricdes legais quanto ao seu uso. Além
da mCPP, outras piperazinas como BZP (benzilpiperazina) e TFMPP (1-[3-
(trifluoro-metil)fenillpiperazina) também tém sido amplamente apreendidas no
mercado ilicito em formas de apresentagao similares as do ecstasy (JONHSTONE
et al., 2007).

A mCPP ilicita € normalmente utilizada por via oral, mas uma vez que ha
relatos de sua apreensao sob a forma de po, € possivel sugerir sua aplicagao por
via inalatéria ou endovenosa (KOVALEVA et al., 2008; BOSSONG et al., 2009). A
maioria das amostras apreendidas sdao comprimidos vendidos como sendo
ecstasy, podendo conter apenas a mCPP ou uma combinagdo de mCPP e MDMA
(BOSSONG, 2009). Na forma de po, ja foram encontradas amostras vendidas
como sendo cocaina (BOSSONG, 2005). A mCPP também pode ser comprada
pela internet com a denominacdo de “X4”, um comprimido contendo uma
combinagdo de 4 tipos de piperazinas (MCPP, TFMPP, oCPP e pCPP)
(BOSSONG, VAN DIJK & NIESINK, 2005).

Os comprimidos de mCPP sao encontrados nas mais diversas cores, formas,
tamanhos e com varios logos (Fig. 1). Sao bastante semelhantes aos
comprimidos de ecstasy, sendo impossivel fazer a distingdo entre eles apenas
pela aparéncia. A quantidade de mCPP presente nos comprimidos apreendidos

pode variar de 1 a 83 mg (BOSSONG et al., 2009).

Figura 1. Formas ilicitas contendo mCPP.
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A mCPP pode ser obtida por meio de muitas rotas de sintese existentes, das
quais a mais comum € a reac¢ao da dietanolamina com 3-cloroanilina; outros dois
isdmeros de mCPP (pCPP e oCPP) podem ser produzidos de maneira analoga
(EUROPOL-EMCDDA, 2007).

A primeira apreensdao de mCPP ocorrida no Brasil foi realizada pela Policia
Federal em Goias, na Central de Distribuicdo dos Correios em Aparecida de
Goiania. Em 13 de novembro de 2007 foram apreendidos 1000 comprimidos, que
seriam encaminhados para o Rio de Janeiro. Em ltumbiara (GO) ocorreu a
segunda apreensao relatada no pais; a mCPP foi descoberta por meio de exame
pericial em 500 comprimidos (MEDEIROS, 2009). Entre os meses de janeiro e
maio de 2008, foram apreendidos 112 comprimidos de mCPP pela policia civil do
Estado de Sao Paulo, que foram periciados no Laboratério de Toxicologia
Forense do Nucleo de Pericias Criminalisticas de Campinas — Superintendéncia
da Policia Técnico Cientifica do Estado de S&o Paulo (Lanaro et al. 2010).

De acordo com registros da Policia Federal, comprimidos contendo
piperazinas tém sido apreendidos no Brasil desde 2006; esse numero aumentou
consideravelmente, de 2007 (18 unidades) até julho de 2008 (1.220 unidades).
Muito provavelmente esse aumento deveu-se a auséncia, até entdo, de legislagao
que restringisse e regulamentasse sua utilizacdo e consumo (MALDANER, 2009).
Porém, em 05 de novembro de 2008, a mCPP e em 26 de fevereiro de 2009, a
BZP (benzilpiperazina) e a TFMP (1-[3-(trifluoro-metil) fenil] piperazina), foram
incluidas na lista das substancias psicotropicas de uso proscrito no Brasil (lista F2
da Portaria SVS/MS 344/98) (ANVISA, 2009).

Apesar de a mCPP encontrar-se constantemente no cenario de apreensao de

drogas recreativas ilicitas — levando-a, inclusive, a ser incluida na lista de
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substancias proscritas pela ANVISA e por érgaos internacionais — a literatura
sobre seus efeitos restringe-se a investigagdes psiquiatricas relativas ao seu uso
como prototipo de agonista serotoninérgico, no desenvolvimento de métodos
analiticos ou reportes clinicos. No que se refere aos seus efeitos sobre o sistema
imunoldgico, as informagdes ainda sdo bastante escassas.

Levando-se em consideragao (1) a relevancia atual da mCPP no contexto de
apreensdo de drogas de abuso, (2) a necessidade de estudos sobre efeitos das
drogas de abuso no organismo, (3) escassez de avaliagdes dos efeitos da mCPP
sobre o sistema imunolégico e (4) sua provavel correlagdo com este sistema a
partir de suas ag¢des em receptores serotoninérgicos, foi decidido realizar este
trabalho. Nesse contexto, buscamos investigar efeitos da mCPP sobre a

imunidade inata, mais estreitamente sobre a mobilizagao leucocitaria.



Revisao Bibliografica




Revisdo Bibliografica | 7

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. mCPP e propriedades farmacoldgicas

A mCPP, assim como a N-benzilpiperazina (BZP), 1-(3,4-
metilenodioxibenzi)piperazina (MDBP), 1-(3-trifluormetilfenil)piperazina (TFMPP)
e a 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP) sao design drugs, derivados sintéticos
das piperazinas (Fig.2). As piperazinas sao uma extensa classe de compostos
quimicos com propriedades farmacoldgicas importantes que foram introduzidas
na metade da década de 50 como antihelminticos. Atualmente, sdo encontrados
compostos piperazinicos que incluem agentes antipsicoticos (olanzapina,
clozapina), antidepressivos (trazodona, nefazodona) e farmacos para o
tratamento da disfuncdo erétil (sildenafil, vardenafil) (EUROPPOL-EMCDDA,

2007; KOVALEVA et al., 2008; VORCE et al., 2008).

1. Benzilpiperazinas

Q. QO

N-benzilpiperazina (BZP) 1-(3,4- metilenodioxibenzi)piperazina (MDBP)

2. Fenilpiperazinas
NH

> > ¥

3

1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) 1-(3-trifluormetilfenil)piperazina (TFMPP) 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP)

Figura 2. Estruturas quimicas das principais piperazinas

A mCPP apresenta tanto efeitos pds quanto pré-sinapticos no sistema
serotoninérgico. Atua como agonista de varios tipos de receptores 5-HT incluindo
5-HT2s e 5-HT,c, como agonista parcial com baixa atividade nos receptores 5-

HT1a, 5-HT4g e 5-HTip, como antagonista, além de induzir a liberagdo de
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serotonina (5-HT) dependente de transportador de serotonina (SERT) e inibir a
recaptura de 5-HT (GOBBI et al., 2002; THOMAS et al., 1996; GIJSMAN et al.,
2004). Também interage com receptores dopaminérgicos, acetilcolinérgicos, alfa
e beta-adrenérgicos (ELLENHORN et al., 2006).

Devido a sua grande afinidade pelos receptores e transportadores de
serotonina, a mCPP tem sido utilizada na psiquiatria para investigar a fungéo
serotoninérgica central (KAHN & WETZLER, 1991). Também tem sido utilizada
em pesquisas sobre efeitos comportamentais e neuroendécrinos de pacientes
com transtornos de ansiedade (obsessivo-compulsivo, esquizofrenia, panico,
depressao); os resultados mostraram que a mCPP ocasiona razoavel piora
desses sintomas, como a esquizofrenia e ataques de panico (KRYSTAL et al.,
1993; GERMINE et al., 1994).

No entanto, sua maior utilizacdo € como um intermediario na sintese de
trazodona, um antidepressivo de segunda geragcao e de outros compostos
relacionados (nefazodona, etoperidona e mepiprazol). Estes compostos diferem
apenas no substituinte ligado na parte piperazinilpropil; portanto, quando sao
biotransformados, sao N-desalquilados, liberando a mCPP como metabdlito
farmacologicamente ativo. Dentre esses compostos, tradicionalmente, a
trazodona tem sido mais aplicada. Esta é um forte antagonista de receptor 5HTa,
efeito provavelmente envolvido em sua ag¢ao antidepressiva e ansiolitica. Também
€ antagonista de auto-receptores pré-sinapticos 5-HT4 (STEFANINI et al., 1976).
Como a mCPP, seu metabdlito ativo, € um potente agonista serotoninérgico
direto, agindo sobre varios subtipos de receptores 5-HT, a mCPP contribui tanto
com os efeitos terapéuticos quanto com os colaterais da trazodona (CACCIA et

al., 1981; GIJSMAN et al., 1998).
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Em adicdo a sua atividade serotoninérgica, a mCPP também causa uma
elevacao dose-dependente de ACTH, cortisol, prolactina, aumento da temperatura
corporal, diminuicdo da ingestdo de alimentos e aumento das medidas de
ansiedade, efeitos esses observados tanto em humanos como em animais
(COWEN et al., 1995; KAHN et al., 1990; GIBSON et al., 1994; COWEN et al.,

1995).

2.2. Toxicocinética

Apds administracdo de dose unica intravenosa (0,1 mg/kg) e oral (0,5
mg/kg) de mCPP em 8 mulheres e 6 homens, GIJSMAN et al. (1998) demonstrou
que existe uma grande variabilidade nos parametros farmacocinéticos. A
biodisponibilidade oral variou de 14 a 108%, o clearance intravenoso de 12 a 92
mL/h, o t/2 de 2 a 12 h (intravenoso e oral) e 0 Cpsx de 8-132 ng/mL (oral) e 12-
144 ng/mL (intravenoso). Os efeitos fisioldégicos e subjetivos atingiram valor
maximo entre 1 a 2 horas apdés administracido oral, durando de 4 a 8 horas. De
acordo com FEUCHTL et al. (2004) que também encontrou uma variabilidade
semelhante na disposicdo cinética da mCPP, esse fato ndo pode ser explicado
pela variagcdo genética da CYP2D6, pois ela foi determinada em todos os
voluntarios. No entanto, BALDESSARINI (2006) demonstrou que a enzima
CYP2C19 também participa da biotranformagao da mCPP.

A mCPP apresenta metabolismo hepatico, sendo o citocromo polimérfico
P450 CYP2D6 a principal enzima envolvida em sua hidroxilagdo (ROTZINGER et
al., 1999) (Fig. 3). Como diversos outros farmacos também sao biotransformados
por essa enzima, metabolizadores lentos correm mais riscos em casos de

interacdo de farmacos (PRITZKER et al., 2002). As reac¢des metabdlicas de fase
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dois sao glicuronidacao ou sulfatacao, as quais levam a formagao dos conjugados

glicuronida e sulfato (STAACK et al., 2003) (Fig. 3).

/ \ y UGT/SULT Gluc./
' N Sulfate

1-m-clorofenilpiperazina (mCPP) p-OH mCPP

Figura 3. Via metabdlica predominante na biotransformagéo hepatica da mCPP.

2.3. Efeitos toxicos

Em termos de efeitos toxicos, pouco € conhecido sobre os efeitos da
mCPP, seja a curto ou a longo prazo. Duas intoxicagdes envolvendo mCPP foram
reportadas na Bélgica, uma das quais em um homem de 22 anos e que resultou
em coma. Os sintomas que ocorreram apoés a ingestao oral de mCPP incluiram
nausea, dor de cabeca, ansiedade, sintomas depressivos e agressividade. No
entanto, como em ambos os casos relatados de intoxicagdes, outras substancias
psicoativas estavam presentes, havendo a possibilidade de que os sintomas
relatados fossem correlacionados a essa associacao (EUROPOL-EMCDDA,
2007). Casos de fatalidades devidas a trazodona também que sido reportadas na
literatura (GOERINGER et al., 2000; MARTINEZ et al., 2005) e as andlises
toxicologicas sistematicas de sangue post-mortem de um desses pacientes
revelou a presengca de 4900 ng/ml de trazodona e 600 ng/ml de mCPP
(MARTINEZ et. al., 2005).

KOVALEVA et al. (2008) descreveram um caso de intoxicagdo, no qual a
paciente havia ingerido trés comprimidos contendo 90,9 mg de mCPP em um
periodo de 5 horas, desenvolvendo o primeiro sintoma (nausea e sonoléncia) 30

minutos apods tomar o terceiro comprimido. A concentragao plasmatica encontrada
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de mCPP foi de 320 ng/mL. Apresentou também baixa concentragao plasmatica
de anfetamina (40 ng/mL), etanol (0,7 g/L) e benzoilecgonina (47 ng/mL). O papel
desses farmacos ou uma interacédo entre eles nao pode ser excluida como uma
explicacdo de sintomas como ansiedade, agitagao, sonoléncia, rubor, alucinagao
visual e taquicardia nessa paciente. No entanto, parece que a atuacdo da mCPP
prevaleceu no desenvolvimento da maior parte dos sintomas. A paciente inalou
cocaina antes de tomar os trés comprimidos (durante as 5 horas), sendo que os
efeitos desse farmaco sao rapidos (iniciam apds 2 minutos, alcangando o pico em
20-30 minutos). As concentragdes plasmaticas de anfetamina, benzoilecgonina e
etanol encontravam-se baixas, enquanto que a de mCPP estava mais elevada do
que aquela observada em estudos experimentais (KLASSEN et al., 1998).

A mCPP vem sendo largamente encontrada em combinagdo com MDMA,
mas o0s riscos dessa combinacdo a saude ndo sao conhecidos. Os efeitos
alucinégenos e estimulantes da mCPP e de anfetaminas s&o similares no que diz
respeito ao sistema serotoninérgico. A mCPP apresenta pouco efeito no sistema
dopaminérgico e nao apresenta atividades simpatomiméticas (MCCANN et al.,
1999). Os efeitos estimulantes do SNC, de anfetaminas e cocaina, resultam de
sua habilidade para intensificar a liberacdo de norepinefrina e dopamina de
terminais pré-sinapticos e inibir sua recaptacao neuronal. Cocaina e anfetaminas
também intensificam a neurotransmissdo de serotonina, e a ingestdo
concomitante dessas dois farmacos ocasiona um aumento de risco do
desenvolvimento de sindrome serotoninérgica. A eliminagdo metabdlica da
cocaina é mais rapida, fazendo com que duragdo da acédo da cocaina seja menor
em relagao as anfetaminas. A meia-vida de eliminagao varia de 8 a 30 horas para
anfetaminas e de 0,5 a 1,5 horas, para cocaina (ELLENHORN et al., 2006). As

anfetaminas sao metabolizadas por N-dealquilacdo, desaminacio oxidativa e, em



Revisdo Bibliografica | 12

menor grau, por hidroxilagdo aromatica pelo citocromo CYP2D6, o qual esta
envolvido na p-hidroxilagdo da mCPP (BERTILSSON et al., 2002; ELLENHORN
et al.,2006).

Usuarios de MDMA apresentam respostas comportamentais alteradas
(lentidao cognitiva e resposta “euférica”) apds administragdo do mCPP (MCCANN
et al., 1999; TANCER & JOHANSON, 2001; TANCER and JOHANSON, 2003).
Essa resposta euférica ao mCPP também é reportada em usuarios de cocaina
(BUYDENS-BRANCHEY et al., 1997) e alcool (BENKELFAT et al., 1991). O uso
concomitante de mCPP com alcool pode resultar em potencializagado de efeitos

depressivos no SNC (BENKELFAT et al., 1991).

2.4. Serotonina, agonistas e antagonistas serotoninérgicos e resposta

inflamatoéria.

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) € um neurotransmissor, uma amina
vasoativa liberada pelas plaguetas no local de inflamagao e um imuno-modulador.
E sintetizada e liberada na circulagdo por células cromafins da mucosa gastrica e
intestinal, rapidamente capturada pelas plaquetas, onde pode ser encontrada em
altas concentracbes e em uma menor extensdo pelos linfécitos e
mondcitos/macrofagos (MOSSNER & LESCH, 1998). Em condigbes inflamatérias
tais como na trombose e isquemia, as plaquetas ativadas liberam 5-HT,
acarretando um aumento de sua concentracdo local na area inflamada
(MOSSNER & LESCH, 1998, BENEDICT, C. R. et al, 1986). Em moléstias
infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas, o lipopolissacarideo
endotoxico (LPS) liberado pela bactéria também pode ativar a 5-HT contida nas

plaguetas por um mecanismo direto. A liberagdo de LPS também acarreta uma
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translocacao de plaquetas ao tecido inflamado com um consequiente aumento na
concentracao local de 5-HT. Portanto, a 5-HT, além de sua possivel interagao
com células sanguineas, interage com macréfagos do tecido inflamado.

O papel imunomodulatério da 5-HT com relagao aos seus efeitos inibitérios
ou estimulatorio sobre células imune incluindo T, B e células NK e
mondcitos/macréfagos, tem sido bastante investigado (HELLSTRAND &
HERMODSSON, 1993; YOUNG & MATTHEWS, 1995). No entanto, ha poucos
estudos sobre o efeito da 5-HT sobre a producdo de citocinas por imundcitos
humanos. Varias citocinas sdo mediadoras de moléstias infecciosas e
inflamatdrias. O balango entre citocinas com propriedades pro-inflamatérias (por
ex. TNFa e IL-1) e aquelas com propriedades antinflamatérias (IL-6, IL-10 e
antagonista de receptor IL-1) & importante no controle da duragao e gravidade de
uma resposta inflamatéria. A presenca de 5-HT nos sitios inflamatoérios sugere
seu possivel envolvimento no controle desse equilibrio.

Estudos conduzidos por Kubera et al. (2000, 2005) para investigar os efeitos
da 5-HT e de agonistas e antagonistas da 5-HT na produgao de IFN-y, IL-10, TNF-
o e IL-6 por células presentes no sangue total estimulados com ativadores
policlonais, mostraram que: (i) a 5-HT intracelular é necessaria para a produgao
de IFN-y, IL-10, TNF-a e IL-6; (ii) concentragbes de 5-HT extracelulares acima dos
valores séricos fisioldgicos pode suprimir a produgado de IFN-y, TNF-a e IL-6; (iii)
concentragdes fisiologicas de 5-HT extracelulares diminui a produgdo de IFN-y,
que pode ser atribuido a estimulo de receptores 5-HT,, mas ndo 5-HTia; (iv)
concentragoes fisioldgicas de 5-HT extracelulares aumenta a produgao de TNF-a
e IL-6, que pode ser parcialmente atribuido pelo estimulo de receptores 5-HTg,

mas nao 5-HToc.
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De acordo com Rajkumar et al., 2009, pesquisas mostram que a mCPP é
um agonista dos receptores 5-HT1a, 5-HT g, 5-HT1p, 5-HT2a € 5-HT>c, a0 mesmo
tempo em que atua como antagonista nos receptores 5-HT.g, 5-HT3 e 5-HT7. No
entanto, o farmaco apresentaria maior afinidade para os receptores 5-HT,a € 5-
HT.c. A atuacdao do farmaco no receptor 5-HTza, principalmente, poderia estar
envolvida na modulagao da sintese de citocinas, uma vez que esse receptor pode

estar envolvido na inducao de citocinas via serotonina.

2.5. Sistema Imunoloégico e Inflamacgéo

Os seres humanos estdo expostos a milhdes de patdgenos diariamente por
meio de contato, ingestdo e inalagdo, sendo que nossa capacidade de evitar uma
infeccdo a partir desse contexto depende do nosso sistema imune, inato e
adaptativo. As respostas adaptativas sdo de lento desenvolvimento em uma
primeira exposicdo a um novo patodgeno, visto que clones especificos de células T
e B devem ser ativados e expandir, podendo ser necessarios muitos dias para
que o processo seja efetivo. Desta forma, em uma primeira exposi¢gao a um novo
patdogeno que tenha obtido sucesso na transposi¢cdo das barreiras de protecao
mais externas (pele e superficies epiteliais), durante as primeiras e criticas horas
depende-se essencialmente do sistema imune inato como uma primeira linha de
defesa do organismo invadido.

O sistema imune inato apoia-se no reconhecimento de determinados tipos de
moléculas que s&o comuns a muitos patdgenos (imunoestimulantes patégeno-
associados, ou |IEAP) e ausentes no hospedeiro, os quais estimulam respostas
imune inatas — a resposta inflamatoria e a fagocitose, por neutrofilos e

macrofagos — com capacidade de ocorrer rapidamente.



Revisdo Bibliografica | 15

Sao encontrados IEAP de varios tipos. Por diferencas existentes entre o
inicio do processo de tradugdo génico em procariotos e eucariotos, por exemplo,
qualquer peptideo contendo formilmetionina em sua extremidade N-terminal é
reconhecido como proveniente de origem bacteriana. Assim, os peptideos
contendo formil-metionina agem como potentes quimioatraentes de neutrdfilos,
que migram rapidamente em direcdo daqueles e englobam a bactéria que os esta
produzindo.

Ainda, a superficie externa de muitos microorganismos € composta por
moléculas inexistentes em seus hospedeiros pluricelulares e, por conseguinte,
tais moléculas também agem como imunoestimulantes. Nesta classe inclui-se a
parede celular de peptideoglicano, o flagelo da bactéria, o lipopolissacarideo
(LPS) das bactérias gram-negativas, acidos teidicos de gram-positivas e
moléculas da parede celular dos fungos.

Tais IEAP geralmente ocorrem na superficie do patégeno em padrdes
repetitivos que séo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento padrao, do
hospedeiro. Estes incluem receptores soluveis no sangue e receptores ligados a
membrana de superficie das células hospedeiras (membros da familia de
receptores Toll-like).

Em humanos existem por volta de 10 subtipos de TLRs, dos quais varios
participam ativamente do reconhecimento imune inato de IEPA e sao ativados em
resposta a diferentes ligantes. Os TLRs sao abundantes na superficie de
macrofagos, de neutréfilos e de células que revestem os pulmbes e o intestino. A
ativacao destes receptores de membrana estimula a expressao de moléculas que
tanto iniciam uma resposta inflamatéria quanto auxiliam na inducédo de respostas

da imunidade adaptativas (ALBERTS et al., 42 Ed., 2004; ABBAS, 52, 2005).
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A presencga de substancias reconhecidas como n&o préprias ao organismo
ou de tecido hospedeiro lesado sdo os estimulos que comumente desencadeiam
a resposta inflamatéria. Multiplos produtos das vias bioquimicas envolvidas
(cascata do sistema complemento, da coagulacdo e de quininas) alteram a
permeabilidade vascular e o tébnus vasomotor dos locais de injuria, bem como
atraem leucdcitos para estas regides (CONE, 2001). Apds a resposta inicial, com
producao e liberagdo de mediadores pro-inflamatdrios (TNF-a e IL-1) e citocinas
quimioatraentes pela populagdo de macrofagos ativados, o processo mais critico
€ a interagao leucdcito-endotélio (PARENTE et al., 1999).

O recrutamento leucocitario envolve uma série de interacbes com o
endotélio vascular. A interacao inicial envolve a marginacao e rolling ao longo da
superficie endotelial. Este processo é mediado, predominantemente, por
selectinas, moléculas de adesdo expressas tanto nos leucécitos (L-selectina)
quanto nas células endoteliais (P- e E-selectina). O rolling leucocitario serve como
um pré-requisito para a subsequente firme adesao dos leucdcitos ao endotélio
vascular. A adesdo é, principalmente, mediada por interagdes das integrinas
leucocitarias (81 € B2) com seus respectivos ligantes endoteliais (incluindo ICAM e
VCAM). A interacdo intercelular é estabilizada pela ligagdo moléculas de
PECAM-1 expressas tanto no leucdcito quando no endotélio e, ainda, PECAM-1
expressa na superficie leucocitaria promove a migragao direcional, mediada por
quimiocinas, para o sitio inflamatério (WU et al., 2005; PRIVRATSKY, 210). Em
seguida a estas etapas, o leucécito é capaz de transmigrar para dentro do tecido

inflamado (HICKEY et al., 1998).

Um componente importante da resposta imune inata inicial a virus e
bactérias € a producao e secrecao de citocinas, proteinas secretadas por diversos

tipos celulares do sistema imune, € que sdo mediadoras de muitas funcdes
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efetoras da imunidade, tanto inata quanto adaptativa. Em infecgbes bacterianas,
os macrofagos respondem as endotoxinas e a outros produtos bacterianos
mediante a produgao de citocinas proé-inflamatdrias (TNF-a e IL-1, principalmente)
e quimiocinas. O TNF-a e a IL-1 atuam sobre o endotélio vascular no local da
infeccao para induzir a expressao de moléculas de adesdo promotoras de uma
ligacdo estavel entre leucocitos e células endoteliais locais, enquanto que
quimiocinas, produzidas pelos macréfagos, estimulam o extravasamento de
leucécitos para a infecgdo. Dessa forma, ocorre a organizagdo de uma reagao
imune inata visando a eliminagao do patégeno invasor.

As mesmas respostas inflamatérias que sao eficientes no controle local de
infecgbes podem, no entanto, ser nocivas ao organismo se ocorrerem em uma
infeccdo disseminada na corrente sanguinea — condigdo denominada sepse. A
liberagcao sistémica de moléculas de sinalizagao pro-inflamatéria no sangue causa
a dilatacdo dos vasos sanguineos, perda do volume plasmatico e coagulagéo
sanguinea generalizada, levando ao quadro de choque séptico (BONE et al.,

1997; ALBERTS et al., 4% Ed., 2004).

2.6. Neutréfilo

A imunidade inata fornece uma primeira linha de defesa critica em resposta
a patégenos invasores. Em particular, os neutréfilos desempenham um importante
papel na contencdo da expansdo e disseminagao de infeccbes bacterianas e
virais. No entanto, em muitas doencas inflamatérias, o acumulo e a ativagao de
neutrofilos no tecido desencadeiam efeitos nocivos; portanto, sua producao
controlada, mobilizacdo e subsequente clearance constituem uma série de
eventos finamente regulados. Sua fungdo efetora € a fagocitose no local de

inflamacao, ao final da qual ha rapida inducédo a apoptose, sendo o clearance de
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seus restos celulares primordial na resolugéo da inflamagao (Anabela Mota Pinto,
12, Ed., 2007; FURZE&RANKIN, 2008).

Os neutrdfilos sao leucdécitos  granulociticos  polimorfonucleares
abundantes, perfazendo de 50 a 70% do total de leucécitos circulantes, e
apresentam periodo de vida curto, de 6 a 10 horas. Quando infiltrado no tecido
inflamado, sua meia-vida € muito aumentada: 20 horas apds o inicio da reacao
inflamatdria, um grande numero dessas células ainda pode ser encontrado no
local. O turnover neutrofilico é rapido, sendo que aproximadamente 10° células/kg
de massa corporal deixam a medula por dia em humanos. A producido de
neutrdfilos pela medula dssea é, em média, de 1-2 x 10" células por dia em
humanos saudaveis, as quais, ainda na medula 6ssea, passam por processo de
diferenciagdo a partir de células progenitoras mieldides. Sua proliferagéo,
diferenciacdo e consequente liberacdo para a circulacdo sao processos
submetidos a regulagdo por meio de diversas citocinas hematopoiéticas. Dentre
elas, o fator estimulante de coldnias de granulécitos (G-CSF) desempenha papel
principal na proliferacdo e sobrevivéncia dos neutréfilos, tendo importancia
destacada durante processos inflamatoérios ou infecciosos, em que é necessario
aumento de neutrofilos nos compartimentos circulante e periférico. Um extenso
estoque de neutrdfilos, ja maduros ou em estagio de maturagdo, € mantido na
medula 6ssea (a reserva da medula 6ssea), os quais podem ser rapidamente
mobilizados durante um episddio inflamatério ou infeccioso, resultando em
destacado aumento de neutrdfilos circulantes. A interacdo da quimiocina SFD-1
(stromal derived factor-1) com o receptor CXCR4 desempenha papel primordial
para esta retencdo de neutréfilos na medula 6ssea (YAMASHIRO et al., 2001

FURZE&RANKIN, 2008; VON VIETINGHOFF & LEY, 2010).
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Neutréfilos maduros diferenciam-se dos demais granuldcitos por
apresentarem nucleos multilobulados e granulos citoplasmaticos especificos —
azurdfilos (primarios), especificos (secundarios), de gelatinase (terciarios) e
vesiculas secretoras. Os granulos azurdfilos contém, em geral, muitos
componentes antimicrobianos e estdo ligados a atividade fagocitaria das células
neutrofilicas. Dentre seus principais constituintes destaca-se a enzima
mieloperoxidase (MPO), proteina catalizadora de produtos do burst respiratorio
(clorito e peroxido de hidrogénio) em hipoclorito, que corresponde a 5% do peso
seco da célula, confere a coloracdo esverdeada ao exsudato purulento produzido
durante o processo inflamatério, e pode ser utilizada como um marcador para
localizagdo e quantificacdo de neutrdfilos presentes no tecido. Nos granulos
especificos encontram-se, além de componentes relacionados a fagocitose de
microorganismos, receptores de membrana importantes para o desempenho das
funcdes celulares na resposta imune inata, bem como componentes capazes de
modificar o processo inflamatério a partir de alteragcdes na quimiotaxia e na
adesao celular. Como componentes dos granulos terciarios e das vesiculas
secretoras, destacam-se diversos tipos de receptores de membrana importantes
para a efetividade das atividades neutrofilicas (GREER, FOERSTER & LUKENS,
112 Ed., 2003).

O neutrdfilo € o primeiro tipo celular a ser rapidamente recrutado, através
de moléculas quimioatraentes, para o local de inflamacdo causada por
microorganismos, constituindo a principal célula do infiltrado inflamatério de fase
aguda. No processo de recrutamento para o tecido inflamado os neutréfilos séo
submetidos a refinadamente controlada cascata de eventos de marginagéo,
interacdo com o endotélio e transmigragcéo através deste, conforme descrito no

item 2.5. Neste processo, o endotélio ativado produz mediadores que ativam a
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célula neutrofilica, aumentando sua capacidade fagocitica e de disseminagao no
tecido-alvo. Dentro dos tecidos, os neutrdfilos ativados fagocitam e erradicam
microorganismos invasores através de mecanismos oxidativos (produgdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que resultam no burst oxidativo) e nao
oxidativos (liberagdo de moléculas, proteinas e proteases com atividade
antimicrobiana) (FARSKY&MELLO, 1995; ALVES-FILHO et al., 2005; SILLIMAN
et al., 2010; BORREGAARD, 2010).

Os neutrofilos ativados sdo também biosinteticamente ativos e, em
resposta a estresses (fisiolégicos ou estimulo inflamatério, por exemplo),
sintetizam e liberam uma variedade de mediadores inflamatérios — como
citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico — que sao conhecidos por desempenharem
papel crucial no processo inflamatério (YAMASHIRO, 2001; KASAMA, 2005;
SILLIMAN, 2010).

O TNF-a esta centralmente envolvido na resposta imune aguda a infecgdes e
injuria tecidual, sendo secretado nestas situagdes, dentre outros tipos celulares,
por neutrofilos. Nessas condi¢gdes, TNF-a induz a expressdao de moléculas de
adesao — ICAM, E-selectina e VCAM-1, no endotélio, e L-selectina , no neutrofilo
— e quimiotaxia dos neutrdéfilos, além de aumentar a liberacdo do arsenal
microbiano em resposta ao estimulo inicial (GIBBS et al., 1990; KASAMA et al.,
2005).

A citocina IL-1, que compreende IL-1a e IL-1[3, consiste em um mediador proé-
inflamatdrio importante na defesa do hospedeiro por exercer multiplos efeitos
durante a resposta imune e inflamatdria. IL-1B € significativamente secretada por
neutréfilos frente a um estimulo inflamatério (LPS, por exemplo), desempenhando
papel crucial na inducdo da expressdao de moléculas de adesido na superficie

endotelial (ICAM, P-selectina e VCAM-1) e leucocitaria (L-selectina) e, portanto,
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no estimulo ao recrutamento de leucécitos (KASAMA et al., 2005; CHING et al.,
2005)

Os efeitos da IL-10 sdo importantes na regulagao da resposta inflamatoria,
pois inibe a produgao de citocinas pro-inflamatoérias em neutréfilos, como IL-1 e
TNF- a, e moléculas quimiotaticas, ao passo que estimula a expressédo de
proteinas anti-inflamatoérias, como antagonista de receptor IL-1 (IL-1ra). Dessa
forma, por interferir nos processes de rolling e aderéncia do neutréfilo ao
endotélio, a IL-10 pode inibir o processo de recrutamento e transmigracao através
do endotélio (HICKEY et al., 1998; KASAMA et al., 2005).

O NO é produzido e secretado por diversos tipos celulares do sistema
imune, apresentando alvos de variadas naturezas e, assim, desempenha
importante e diversificado papel na imunidade e em processos inflamatorios e
infecciosos. Notadamente, o NO regula negativamente a expressao endotelial de
moléculas de adesao (VCAM-1, ICAM-1, E- e P-selectina), sendo esta modulagao
de extensao variada, enquanto que em neutrofilos, o NO pode inibir a expressao
e/ou funcao de integrinas. O NO inibe a aderéncia de neutréfilos ao endotélio,
influenciando a resposta leucocitaria quimiotatica através de varios mecanismos,
como por exemplo, através da producgao ou inibicado da atividade de quimiocinas

especificas (BOGDAN, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da mCPP, in vivo, sobre a

mobilizacao leucocitaria, desde a medula éssea até o foco de lesdo, em ratos

Wistar machos, e os efeitos da mCPP, in vitro, sobre fungcbes e mecanismos

relacionados a migragao neutrofilica, presentes em processos inflamatérios.

3.2. Objetivos Especificos

No desenvolvimento do projeto, foram investigados, in vivo:

O numero total de células nucleadas da medula éssea, em presenca e em
auséncia de estimulo inflamatério;

O numero total e diferencial de leucécitos circulantes e de leucécitos
presentes do exsudato peritoneal, em presenca e em auséncia de estimulo
inflamatario;

A atividade da mieloperoxidase em tecidos de figado, baco e pulmbes, em
presenca e em auséncia de estimulo inflamatério;

A quantidade de cortisona circulante, em presenca e em auséncia de
estimulo inflamatério, frente a antagonista de receptores de

glicocorticoides.

Complementarmente, in vitro, investigamos:

A migracgéao neutrofilica;
A aderéncia do neutroéfilo ao endotélio;

A expressao de moléculas de adesdo em neutrdfilos (L-selectina, -

Integrina, PECAM);
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e A concentragdo de mediadores inflamatérios, em sobrenadante de cultura

de neutrodfilos (NO, TNF-a, IL-1B e IL-10).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Farmacos, reagentes e substancias bioldgicas

A massa de 100 mg do farmaco meta-clorofenilpiperazina (mCPP) foi
doado pelo MSc. Rafael Lanaro, do Centro de Controle de Intoxicacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (CCI-

FCM/UNICAMP) (em anexo).

A Mifepristona (RU38486) 98%, o Glicogénio de Ostra (Tipo Il), o
Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (sorotipo 026:B6, 1 mg/mL) e o N-
formil-Metil-Leucil-Fenilalanina (fMLP) foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO,

USA).

Ambos os anestésicos, xilazina e cetamina foram provenientes da Syntec®
(Hortolandia, SP, Brasil) e o anticoagulante heparina, da Roche Quimicos e

Farmacéuticos S.A. (Brasil).

Os anticorpos monoclonais anti moléculas de adesé&o (anti-CD62L marcado
com FITC (L-selectina); anti-CD18 marcado com FITC (B2-Integrina) e anti-CD31
marcado com PECAM-1) foram obtidos da Southern Biotechnology Associates

(San Diego, CA, EUA).

Os corantes May-Grunwald-Giemsa e Giemsa foram adquiridos da Merck &
Co (NJ, EUA), enquanto que o kit de corantes Pandtico Rapido foi obtido da 1B

Laborclin Produtos para Laboratérios Ltda (Pinhais, PR, BR).
Os filtros de éster celulose 0,25 ym foram obtidos da Millipore (SP, Brasil).

O meio de cultura RPMI 1640 foi adquirido da GIBCO® (Grand lIsland,

NY,EUA) e o soro fetal bovino (SFB), da Gibco-BRL (MD, USA).



Material e Métodos| 27

4.2. Animais

Foram empregados ratos Wistar machos, com peso entre 180 e 220g,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em
condigdes normais de biotério até o inicio dos experimentos, com livre acesso a
racdo e agua. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os
Principios Eticos de Experimentagéo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA, Protocolo n® 233, data: 13/07/2009). A
eutanasia e os procedimentos experimentais foram conduzidos em animais
anestesiados por via subcutanea com uma solugdo de cetamina (20 mg/kg)

associada a xilazina (2 mg/kg) em uma proporgéo 2:1 (v:v).

4.3. Ensaios in vivo
4.3.1. Delineamento Experimental

Para os ensaios de mobilizagdo de células nucleadas na medula éssea,
quantificacdo de leucécitos no sangue circulante e no exsudato peritoneal, bem
como da atividade tecidual da mieloperoxidase, os animais foram separados ao
acaso em 4 grupos; 2 receberam mCPP (1 mg/kg, via oral) enquanto que os
animais controle, solugdo salina 0,9%. Apos 1 hora, todos os grupos foram
desafiados ou ndo com estimulo inflamatorio LPS (1 ml de solug&o, 1 mg/ml, via
i.p.), conforme esquema ilustrado na Figura 4a. Seguidas 4 horas apds a ultima
administragcdo, todos os animais foram anestesiados e eutanasiados por

exsanguinacgao.

Para o ensaio de quantificagdo de cortisona, como representado pela

Figura 4b, os animais foram separados ao acaso em 2 grupos: RU38486 e
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veiculo, cada um deles subdivido em 4 subgrupos. Os animais do grupo RU38486
foram previamente tratados com 2 injegdes de 400 ul (5 mg/ml) desse
antagonista, com 18h de intervalo entre as administragdes, via i.p., enquanto que
0os animais do grupo veiculo foram tratados com 2 injecdes de uma mistura de
solugdo salina 0,9%, carboximetilcelulose, etanol e Tween 20, com 18h de
intervalo entre as administragdes, via i.p. . A seguir, os animais de ambos 0s
grupos foram tratados com solugdo de mCPP (1 mg/kg via oral) ou com 1 ml de
solugéo salina 0,9%, via i.p., e, apos 1 hora, desafiados ou ndo com estimulo

inflamatério LPS (1 ml de solugéo, 1 mg/ml, via i.p.).
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Figura 4. Esquema de tratamento empregado nos ensaios in vivo (A) Esquema de tratamento
empregado nos ensaios de quantificagdo de células nucleadas na medula 6ssea, de leucdcitos
circulantes e de leucdcitos no exsudato peritoneal; (B) Esquema de tratamento empregado no
ensaio de quantificacdo de cortisona sérica.

4.3.2. Determinacdo do numero de leucécitos no sangue circulante

ApOs a anestesia dos animais, cerca de 1,5 ml de sangue heparinizados foi
obtido do plexo orbital, com auxilio de pipeta Pasteur de vidro. A quantificacdo
total de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer, utilizando-se solugao de
Turk, e a quantificacdo diferencial, em esfregacos corados pelo método May-

Grumwald-Giemsa.

4.3.3. Determinacdo do numero de leucécitos no exsudato peritoneal

Apos a anestesia e coleta de sangue do plexo orbital, os animais foram
exsanguinados pela secg¢ao da artéria carétida e 10 ml de solugéo de PBS foram
injetados na cavidade peritoneal. Apés suave massagem, essa cavidade foi
aberta cirurgicamente e o exsudato peritoneal foi coletado com auxilio de pipeta
Pasteur e transferido para tubos Falcon. A seguir, a suspensado de células foi

centrifugada (10 minutos, a 600G e 4°C) e os sobrenadantes, removidos
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cuidadosamente e armazenados a -80°C. Os pellets formados no fundo dos tubos
foram ressuspendidos em 1 ml de PBS. A quantificagao total dos leucdcitos foi
realizada em camara de Neubauer, utilizando-se solucdo de Turk, e a
quantificacdo diferencial, em esfregacos corados pelo método May-Grimwald-

Giemsa.

4.3.4. Determinacao do namero de células nucleadas na medula 6ssea

Apods a eutanasia, os fémures direitos dos animais foram retirados, lavados
em PBS e limpos com gaze. A seguir, com auxilio de uma agulha, as cavidades
femorais foram perfundidas com 10ml de PBS; amostras do tecido medular foram
coletadas em tubo Falcon, centrifugadas (10 minutos, a 600G e 4°C) e os
sobrenadantes, armazenados a -80°C. Os pellets formados no fundo dos tubos
foram ressuspendidos em 1 mL de PBS. A quantificagcao total dos leucdcitos foi
realizada em camara de Neubauer, utilizando-se solucdo de Turk, e a
quantificacdo diferencial, em esfregagos corados pelo método May-Grimwald-

Giemsa.

4.3.5. Medida da atividade tecidual de mieloperoxidase (MPO) em tecido

pulmonar, hepético e do bacgo

Apds a eutanasia, o figado, bago e pulmao dos animais foram removidos,
com auxilio de material cirdrgico, e imediatamente armazenados em freezer (-
80°C), para posterior medida da atividade tecidual de mieloperoxidase.

A migracao de neutrdfilos circulantes para os tecidos pulmonar, hepatico e
do bacgo, foi estimada pela quantificagdo da atividade de MPO tecidual, cuja

medida baseia-se na velocidade de oxidagdo do substrato o-dianisidina na
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presenca de perdxido de hidrogénio, evidenciado pela alteracdo de absorbancia
medida a 460 nm (Bradley et al., 1982). As amostras dos tecidos foram pesadas,
adicionadas de solugédo de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB; 0,5%) em
tampao fosfato de potassio pH 6 na propor¢cao de 1 mL de tampao para cada 50
mg de tecido. A seguir, as amostras foram homogeneizadas em homogeneizador
de tecido, agitadas em ultrassom por 30 segundos, centrifugadas, aquecidas em
banho-maria a 60 °C durante duas horas para inibicdo da enzima catalase e
novamente centrifugadas (2 minutos, 10.000G). Em microplaca, 10 upl dos
sobrenadantes foram acrescentados a 200 pl de solug&o contendo 16,7 mg/mL de
o-dianisidina e 0,0005% de H,O, em tampao fosfato 5 mM. A monitorizacdo da
velocidade de formacdo do produto de oxidacdo da o-dianisidina foi realizada
registrando-se o aumento da absorbancia da mistura a 460 nm, por meio de
leituras coletadas em intervalos de 10 segundos, durante 10 minutos. A atividade
de MPO foi calculada a partir da velocidade maxima da reagédo por segundo e o
resultado foi expresso em UMPO/mg de tecido. Uma unidade de MPO foi definida

como a quantidade de H,0, (em umol) degradada por minuto.

4.3.6. Quantificacdo da concentracédo de cortisona sérica

Os animais foram anestesiados para a coleta de 5,0 ml de sangue da
artéria aorta abdominal, em tubos Falcon. A seguir, as amostras de sangue foram
centrifugadas (10 minutos, 600G e 4°C) e o sobrenadante (soro) armazenado em
freezer (-80°C).

A concentragao sérica de cortisona circulante foi quantificada utilizando-se
kit comercial (Cayman®) e seguindo-se as especificagbes e metodologia

fornecidas pelo fabricante.
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4.4. Ensaios in vitro

4.4.1. Obtencéao de neutrofilos migrados para o exsudato peritoneal

Os animais foram anestesiados e 10 ml de solugdo de glicogénio de ostra
1% (em PBS estéril) foram injetados no periténio de cada animal, induzindo um
processo inflamatério e extravasamento de neutréfilos para o local inoculado.
Apoés 4 horas, os animais foram novamente anestesiados e exsanguinados pela
seccao da artéria carédtida. A pele do abdome foi cortada e injetou-se 10 ml de
PBS estéril na cavidade peritoneal. O local foi suavemente massageado, a
cavidade peritoneal foi aberta cirurgicamente e, com auxilio da pipeta Pasteur,
coletou-se o exsudato produzido no local, armazenando as amostras em tubo
Falcon. A seguir, a suspensdo de células foi centrifugada (600G, 4°C, 10 — 15
minutos), os sobrenadantes descartados e os pellets ressuspendidos em 1 ml de
solugédo de Hanks estéril acrescida de 0,1% de BSA, ou em 1 ml de meio R10, e

quantificados em camara de Neubauer.

4.4.2. Obtencédo de células endoteliais

As células endoteliais foram obtidas a partir do musculo cremaster de ratos,
e o preparo da cultura celular foi realizado conforme previamente descrito por
Chen et al. (1995) e modificado por Lotufo et al. (2001).

Ap6s a eutanasia e assepsia dos animais, o musculo cremaster foi
removido com auxilio de material cirurgico autoclavado, lavado em PBS estéril e
cortado em pequenos quadrados (2x2 mm), em fluxo laminar. Em seguida, foram
adicionados dois desses pequenos cortes a cada po¢co de uma placa de cultura
(24 pocgos). Cuidadosamente, foram adicionados 600 pl de meio de cultura estéril
(DMEM contendo 20% de soro fetal bovino e 40 mg/l de gentamicina). A placa foi

incubada por 48 horas em estufa de CO, (5%), em atmosfera umida, e, apds esse
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periodo os fragmentos de tecido foram removidos e acrescentou-se 200 ul do
mesmo meio de cultura anteriormente empregado. A placa foi novamente
incubada, sendo realizada a troca do meio de cultura a cada dois dias, até que as
células se encontrassem confluentes. Quando houve confluéncia, foi realizado
repique e as células foram transferidas para uma placa de 96 pocos. Dois dias
apoés o repique, as células encontravam-se confluentes e ideais para serem

empregadas no ensaio de aderéncia neutrofilo-endotélio (item 4.4.4.).

4.4.3. Quimiotaxia de neutrofilos — Camara de Boyden

Para avaliar os efeitos da mCPP sobre a quimiotaxia de neutroéfilos
coletados da cavidade peritoneal de ratos Wistar, foi empregado o modelo de
camara de Boyden, conforme previamente descrito por Boyden (1962) e
modificado por Zigmond & Hirsch (1973).

Aliquotas da suspensdo celular contendo 2,5 x 10° neutréfilos (coletados
do exsudato peritoneal) previamente tratados com as concentragbes de 10 uM,
100 uM e 1000 uM de mCPP (Hwang et al., 2008) foram acondicionados ao
compartimento superior da cdmara, sendo separadas do compartimento inferior
por membranas de policarbonato com poros de 8 uM (Millipore®, Billerica, USA). A
migracao neutrofilica foi estimulada preenchendo-se o compartimento inferior da
camara com o agente quimiotatico fMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanine), 10® M. A seguir, a camara foi incubada, a 37°C, por 2 horas e,
apos esse periodo, os filtros foram removidos, corados e mantidos em overnight
no xilol. A distancia percorrida pelas células neutrofilicas pelo filtro foi quantificada

por microscopia 6tica (GOUWY et al., 2009; MANTOBA et al., 2010).
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4.4.4. Ensaio de Aderéncia neutroéfilo-endotélio
As células endoteliais confluentes, obtidas conforme descrito no item 4.4.2.,

foram ativadas com 100 pl de LPS (5 pg/ml) e incubadas a 37°C por quatro horas.

Paralelamente, em tubos de citometria foram acrescentados volumes de
exsudato peritoneal correspondentes a 2,0 X 10° neutrdfilos/tubo. As células
neutrofilicas foram tratadas com mCPP nas concentracées de 10 yM, 100 uM e
1000 pM, e incubadas durante 1 hora, a 37°C. Apds esse periodo, foram lavadas
com 1 ml de solugcdo balanceada de Hanks, para que a mCPP nao exercesse
efeito direto sobre 0 endotélio mas apenas sobre os neutréfilos, e centrifugadas

(por 10 minutos, a 600G e temperatura ambiente).

A execucdo desses procedimentos sucedeu de maneira que ambos
pudessem ser finalizados simultaneamente. Apds esse periodo, acrescentou-se
2,0 X 10° neutrdfilos/poco da placa contendo a cultura de células endoteliais e
incubou-se a 37° C. Apds 30 minutos, a placa foi lavada com solugédo de Hanks,
foram adicionados 100 ul/pogo de Triton-X 1% e incubou-se a temperatura
ambiente, por 15 minutos. Apds esse periodo, foram acrescentados 100 ul/pogo
de cromdgeno e incubou-se por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Por fim,
foram adicionados 50 pl/pog¢o de H,SO4, com o intuito de interromper a reagcao. A
absorbancia foi lida em 450 nm, no espectrofotometro, e foi realizado o calculo da

quantidade de neutrofilos aderidos ao tecido endotelial.

4.4.5. Quantificacdo das moléculas de adeséo
O efeito da mCPP sobre a expressado das moléculas de adesao L-selectina,

B2-integrina e PECAM-1 foi quantificado por citometria de fluxo.
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Um total de 1,0 X 10° neutréfilos foram adicionados em tubos de citometria
e lavados com 200 pl de solugdo balanceada de Hanks. Os tubos foram
centrifugados (600G, 10 minutos, 4°C), os sobrenadantes foram descartados e os
pellets contendo neutroéfilos foram ressuspendidos em 100 ul de solugdo de
Hanks, contendo ou ndo mCPP, nas concentracdes de 10uM, 100uM e 1000uM.
Assim, as células foram incubadas durante 1 hora na presenca ou auséncia dos
tratamentos com o farmaco. Apds esse periodo, as células foram lavadas e
centrifugadas nas mesmas condi¢gdes anteriores, e entdo incubadas na presenca
ou auséncia de fMLP (100uL; 10°°M) & 37°C. Uma hora depois, as células foram
novamente lavadas e centrifugadas, e posteriormente incubadas com 100uL de
anticorpos monoclonais anti-L-selectina, anti- f2-integrina ou anti-PECAM-1, anti-
L-selectina (CD62L), anti-B,-integrina (CD18) ou anti-PECAM-1 (CD31) na
diluigdo de 1:100, durante 20 minutos e a 4°C, na auséncia de luz. Em seguida, as
amostras foram acrescidas de paraformaldeido 2% e mantidas em geladeira (4°C)

até o momento da leitura, para fixacdo das células avaliadas.

4.4.6. Quantificacdo de mediadores inflamatdérios

Um total de 1,0 x 10° células neutrofilicas foram transferidas para cada
poco de uma placa de cultura de 96 pocos, pré-tratados com mCPP nas
concentracdes de 10 yM, 100 uM, 1000 pM, em auséncia ou presenca de LPS
(2,5%) e o volume final ajustado para 300 pyl com meio de cultura R10 (meio RPMI
1640 + 10% SFB). A placa foi incubada durante 18 horas em estufa de CO, (5%),
em atmosfera umida. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram recolhidos e
mantidos a -20°C para a quantificagdo dos seguintes mediadores inflamatorios:

TNF-a, IL-10, IL-18 e NO.
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A quantificagcdo da concentragdo de citocinas foi realizada por ELISA,
utilizando-se kits comerciais e em acordo com a metodologia fornecida pelo
fabricante. Os protocolos dos ensaios podem ser observados no site da

BDBioscience  (www.bdbioscience.com) e da R&D System (http:/

www.mdsystem.com).

A quantificagdo da concentracdo de NO foi determinada a partir das
concentracbes de NO, presentes no sobrenadante das culturas celulares,
empregando-se a reacado de Griess. Em resumo, 100 pl dos sobrenadantes das
culturas celulares foram adicionados a 100ul do reagente de Griess, preparado no
momento do uso. Apdés 10 minutos de incubagcdo em temperatura ambiente, a
absorbancia de cada amostra foi determinada em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 550 nm. A concentracdo de NO, das amostras foi

determinada a partir de uma curva padrao de NaNO..

4.5. Andalise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como meédia + e.p.m. e analisados
estatisticamente pelo Teste “t” de student ou pela Analise de Variancia com
comparagdes multiplas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-Kramer, quando

necessario.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos da exposicao in vivo a mCPP
5.1.1. Mobilizacdo de células nucleadas da medula 6ssea e de leucocitos no
sangue circulante

Como representado na Figura 5, a quantificagdo de células nucleadas na
medula éssea e do numero total de leucécitos circulantes, seja de células
mononucleares (MN) como polimorfonucleares (PMN), ndo foi alterada frente ao
tratamento com a mCPP, tanto na presenca quanto na auséncia de estimulo
inflamatorio com LPS.
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Figura 5. Efeitos da mCPP sobre a mobilizagdo de células nucleadas da medula 6ssea e de
leucécitos circulantes em ratos Wistar machos. Os animais foram expostos de forma aguda ao
farmaco (1 mg/kg, via oral) ou solugdo salina NaCl 0,9% (grupo controle), em presenca ou
auséncia de estimulo inflamatério (LPS, i.p.). A coleta do lavado femoral e do sangue circulante,
através do plexo orbital, procedeu apés 5 horas do tratamento com a mCPP, e 4 horas apds o
estimulo com LPS. Os resultados expressam: (A) a média de células nucleadas da medula 6ssea
de 14 - 15 animais por grupo + e.p.m; (B) a média de leucdcitos totais circulantes de 9 - 10 animais
por grupo + e.p.m; (C) a média de leucdcitos mononucleares circulantes de 9 - 10 animais por
grupo + e.p.m.; (D) a média de leucécitos polimorfonucleares circulantes de 9 - 10 animais por
grupo + e.p.m.
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5.1.2. Mobiliza¢&o de leucocitos no exsudato peritoneal

Os resultados apresentados na figura abaixo (Figura 6a) mostram que, em
condicbes basais, a mCPP n&o alterou o numero de leucdcitos no exsudato
peritoneal. No entanto, quando associado ao processo de peritonite induzido por
LPS, o tratamento com a mCPP inibiu o influxo leucocitario para o foco da
inflamacao. Ainda, esse resultado foi acompanhado por uma diminuicdo no
numero de células polimorfonucleares, mas ndo de mononucleares e refletiram a

diminuicao do influxo de neutrofilos para o local (Figura 6c¢).
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Figura 6. Efeitos da mCPP sobre o influxo de leucécitos no exsudato peritoneal de ratos Wistar
machos. Os animais foram expostos de forma aguda ao farmaco (1 mg/kg, via oral) ou solugdo
salina NaCl 0,9% (grupo controle), em presenga ou auséncia de estimulo inflamatério (LPS, i.p.). A
coleta do exsudato peritoneal procedeu apds 5 horas do tratamento com a mCPP, e 4 horas apés
o estimulo com LPS. Os resultados expressam: (A) a média de leucdcitos totais de 17 animais por
grupo + e.p.m (*p < 0,05 vs. controle basal; #p < 0,05 vs. controle LPS); (B) a média de leucdcitos
mononucleares de 17 animais por grupo + e.p.m; (C) a média de leucécitos polimorfonucleares de
17 animais por grupo + e.p.m (*p < 0,05 vs. controle basal; #p < 0,05 vs. controle LPS); (D) a
média de neutrofilos de 17 animais por grupo + e.p.m (#p < 0,05 vs. controle LPS).
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5.1.3. Atividade tecidual de mieloperoxidase (MPO) em tecido pulmonar,
hepético e do bago

A quantificacdo da atividade da MPO em possiveis o6rgaos-alvo de
migracao de leucécitos e clearance de células neutrofilicas, demonstrou intenso
influxo neutrofilico nos pulmdes frente ao estimulo com LPS para o grupo de
animais tratados com a mCPP, o mesmo sendo observados nas condicdes basais
(Figura 7A); entretanto, nao alterou significativamente a atividade desta enzima no
baco (Figura 7B), ou no figado (Figura 7C), tanto em condi¢gdes basais quanto na

vigéncia de inflamacéao.
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Figura 7. Efeitos da mCPP sobre a atividade da mieloperoxidase em figado, bago e pulmdes de
ratos Wistar machos. Os animais foram expostos de forma aguda ao farmaco (1 mg/kg, via oral)
ou solugao salina NaCl 0,9% (grupo controle), em presenga ou auséncia de estimulo inflamatério
(LPS, i.p.). A coleta dos 6rgéos procedeu apds 5 horas do tratamento com a mCPP, e 4 horas
apos o estimulo com LPS.

Os resultados expressam a média de 3-8 animais por grupo + e.p.m (**p< 0,01 vs. controle basal; *
“p < 0,01 vs. mCPP basal; #p < 0,05 vs. controle LPS).
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5.1.4. Quantificagdo de cortisona circulante

A mCPP néo alterou a concentragdo de cortisona no soro dos animais
tratados com o farmaco, em presenga ou auséncia de estimulo com LPS, tanto
em animais cujos receptores de glicocorticoides foram previamente
antagonizados (RU38486; Figura 8A) quanto naqueles cujos receptores foram

tratados com veiculo (Figura 8B).
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Figura 8. Efeitos da mCPP sobre a concentracdo de cortisona circulante. Os animais foram
expostos de forma aguda ao farmaco (1 mg/kg, via oral) ou solugédo salina NaCl 0,9% (grupo
controle), em presenca ou auséncia de estimulo inflamatdrio (LPS, i.p.), e tratados ou ndo com
antagonista de receptores de glicocorticoides (RU38486). A coleta do sangue procedeu apds 5
horas do tratamento com a mCPP, as amostras foram centrifugadas, o soro foi separado e
mantido & -80°C. Posteriormente, a concentragéo de glicocorticoides foi realizada através de kit de
ELISA, de acordo com especificagdes do fabricante. Os resultados expressam a média + e.p.m. da
quantificacdo da concentragao de cortisona em amostras de soro obtidas de 3 animais em cada
grupo (*p < 0,05 vs. controle basal; #p < 0,05 vs. mCPP+LPS).

5.2. Efeitos da exposicao in vitro a mCPP
5.2.1. Quimiotaxia de neutréfilos

A Figura 9 mostra que o tratamento com mCPP per se aumentou a
migracdo dos neutrofilos através da membrana de policarbonato nas
concentragdes de 10uM e 100uM. Adicionalmente, nestas mesmas concentragdes

na presenca de fMLP, houve aumento da migragdo dos neutréfilos . Na maior
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concentracao utilizada, de 1000uM, em condi¢gdes basais, o farmaco nao alterou a
migracao neutrofilica. Por outro lado, apds estimulo com fMLP, os neutréfilos ndo

responderam ao estimulo quimioatraente.
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Figura 9. Efeitos da mCPP sobre a quimiotaxia de neutrdfilos in vitro. Neutréfilos foram coletados
da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos 4 horas apds a injecdo de 10 ml de solugéo de
glicogénio de ostra 1%. A quimiotaxia de neutrdfilos foi realizada em Céamara de Boyden frente a
fMLP (10®M). Os neutrdfilos (2,5 x 10°) foram incubados na presenca de mCPP em diferentes
concentragdes (10, 100 e 1000uM) e o sistema foi mantido a 37 °C por um periodo de 2 horas. A
distancia percorrida pelos neutréfilos no interior dos filtros presentes na Camara de Boyden foi
quantificada por microscopia 6tica. Os resultados expressam a média + e.p.m. das distancias
percorridas por células neutrofilicas obtidas de 9 animais em cada grupo (*p < 0,05 vs. controle
basal; **p < 0,01 vs. controle basal; *p < 0,05 vs. controle basal; **p < 0,01 vs. controle basal).

5.2.2. Aderéncia neutrofilo-endotélio

Os resultados mostram que, apesar de a mCPP n&o alterar a porcentagem
de adesdo neutrofilo-endotélio em condigbes basais, em vigéncia do estimulo
inflamatorio com LPS (Figura 10), a mCPP aumenta a porcentagem de células
neutrofilicas aderidas ao endotélio nas trés concentracbes empregadas (10, 100

ou 1000uM), em relagéo ao respectivo controle estimulado.
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Figura 10. Efeitos da mCPP sobre a aderéncia de neutrofilos em cultura primaria de células
endoteliais, ambos coletados de ratos Wistar machos, aplicando-se LPS como estimulo
inflamatério. Os neutréfilos foram previamente tratados com diferentes concentragdes de mCPP
(10, 100 e 1000uM) e acrescentados ao endotélio, previamente estimulado ou ndo com LPS.
Posteriormente, foi realizada leitura em espectrofotdmetro, em absorbancia de 450 nm, e, baseado
nos valores de absorbancia obtidos, foram calculadas as quantidades e porcentagens de
neutréfilos aderidos ao endotélio. Os resultados expressam a média + e.p.m.de neutrdfilos
aderidos ao endotélio, neutréfilos estes obtidos de 9 animais em cada grupo (*p< 0,05 vs.
respectivo controle estimulado; **p< 0,01 vs. respectivo controle estimulado).

5.2.3. Expressédo de moléculas de adesdo em neutrofilos

A quantificagdo da expressdo de L-selectina, f2-integrina e PECAM-1, por
citometria de fluxo, demonstrou que a mCPP foi efetiva em todas as
concentragbes empregadas (10, 100 ou 1000uM) no que se refere as alteragdes
da express&o destas moléculas de adesé&o (Figura 11).

Em contragbes basais, a mCPP, nas concentracbes de 10 e 100uM,
diminuiu a expressdo ou aumentou a clivagem de L-selectina na superficie dos
neutrofilos, em relacdo ao respectivo controle. Na presenga do estimulo com
fMLP in vitro, as doses de 100 e 1000uM é que exerceram efeito sobre a L-
selectina da superficie dos neutrofilos, aumentando sua clivagem ou diminuindo
sua expressao (Figura 11A).

A mCPP, per se, aumentou a expressdo de [(2-integrina quando
empregada nas concentragdes de 100 e 1000uM, em relagdo ao respectivo

controle basal. Na vigéncia do estimulo com fMLP in vitro, exerceu efeito
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significativo sobre esta molécula quando nas concentragdes de 10 e 1000uM em
relacdo ao respectivo controle estimulado. (Figura 11B).

Em condigdes basais, a mCPP nao modificou a expressdo de PECAM-1 na
superficie dos neutréfilos em nenhuma das trés concentragdes empregadas.
Entretanto, em vigéncia de estimulo com fMLP in vitro, a -mCPP diminuiu a
expressdo da PECAM-1 quando empregada na concentragdo de 100uM e a
aumentou quando empregada na concentragao de 1000uM (Figura 11C).
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Figura 11. Efeitos da mCPP, in vitro, sobre a expresséo de (A) L-selectina, (B) B2-integrina e (C)
PECAM-1, em neutrdfilos coletados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos 4 horas apds a
injecdo de 10 ml de solucdo de glicogénio de ostra 1%. Os neutrdfilos (1,0 x 106) foram
previamente tratados com diferentes concentragdes de mCPP (10, 100 e 1000uM) e incubados na
presenga ou auséncia do estimulo inflamatério (fMLP, 10°M, 37°C, 1 hora). Posteriormente, as
células foram incubadas com 100uL de anticorpo anti-L-selectina, anti- p2-integrina ou anti-
PECAM-1, na diluigdo de 1:100, durante 20 minutos e a 4°C, na auséncia de luz. Em seguida,
fixadas com paraformaldeido 2% e mantidas em geladeira até 0 momento de leitura em citometria
de fluxo. Os resultados expressam a média + e.p.m. das quantificacées de expresséo de: (A) L-
selectina de 9 - 14 animais em cada grupo (*p < 0,05 vs. controle basal; **p < 0,01 vs. controle
basal; *p < 0,05 vs. controle fMLP; *#p < 0,01 vs. controle fMLP); (B) B2-integrina de 8 - 14 animais
em cada grupo (*p < 0,05 vs. controle basal; **p < 0,01 vs. controle basal; ***p < 0,001 vs. controle
basal; #p < 0,05 vs. controle fMLP); (C) PECAM-1 de 8 - 13 animais em cada grupo (*p < 0,05 vs.
controle basal; *#p < 0,01 vs. controle fMLP; ** *p < 0,001 vs. [MCPP 100uM basal]).
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5.2.4. Concentracdo de mediadores inflamatérios em sobrenadante de
cultura de neutrofilos

A mCPP per se, nas trés concentracbes empregadas (10, 100 e 1000uM),
bem como frente ao estimulo inflamatério com LPS, alteraram as concentragbes
dos mediadores inflamatdrios avaliados (Figura 12).

A mCPP, em condicbes basais, diminuiu a concentracdo de NO no
sobrenadante da cultura de neutrdéfilos apenas quando aplicada na concentracao
de 1000uM; em vigéncia do estimulo inflamatério (LPS), o farmaco diminuiu a
concentragdo de NO, em todas as concentragdes nas quais foi aplicado (10, 100
e 1000uM).

Em condigdes basais, a mCPP exerceu efeito sobre a concentracdo de
TNFa, aumentando-a, apenas quando na concentragao de 10uM. Na vigéncia de
estimulo inflamatério, a mCPP aplicada a 1000uM diminuiu a concentragao de
TNF-a no sobrenadante da cultura de neutrofilos.

A quantificacdo da concentracao de IL-10 no sobrenadante da cultura de
neutréfilos demonstrou que, tanto em condi¢gées basais quanto na vigéncia de
estimulo inflamatério, a concentracdo desta citocina diminuiu frente ao tratamento
mCPP a 1000uM. Nas demais concentragdes, em ambas as condi¢des, o farmaco
nao alterou este parametro.

A mCPP per se aumentou a concentragdo de IL-13 em sobrenadante de
cultura de neutréfilos, quando empregada nas concentragdes de 100 e 1000uM.
Frente ao estimulo com LPS, a mCPP demonstrou-se efetiva no aumento da
concentragao desta citocina quando empregadas nas concentragdes de 10, 100 e

1000pM.
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Figura 12. Efeitos da mCPP in vitro sobre producdo de (A) NO, (B) TNF-qa, (C) IL-10 e (D) IL-1
por neutréfilos coletados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos 4 horas apés a injecao de
10 ml de solugdo de glicogénio de ostra 1%. Os neutrdfilos (1,0 x 10°%) foram previamente tratados
com diferentes concentragdes de mCPP (10, 100 e 1000uM) e incubados na presenga ou
auséncia de LPS a 37°C (5% CO,) por um periodo de 18 horas). As concentragdes de TNF-a, IL-
10 e IL-1B foram quantificadas por reacdo ELISA, de acordo com manual fornecido pelo fabricante
enquanto que a de NO foi realizada por reacdo de Griess. Os resultados expressam a média +
e.p.m. das concentragbes de NO, TNF-a, IL-10 e IL-13 no sobrenadante da cultura de neutréfilos
de 8 animais por grupo (*p < 0,05 vs. controle basal; **p < 0,01 vs. controle basal; ***p < 0,001 vs.

controle basal; *p < 0,05 vs. controle LPS; *#p < 0,01 vs. controle LPS; *#*p < 0,001 vs. controle

LPS).
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6. DISCUSSAO

A apreensido de comprimidos vendidos como sendo ecstasy, mas que na
realidade contém apenas mCPP ou uma associagdo de mCPP com outros
derivados piperazinicos ou com MDMA, vem aumentando consideravelmente nos
ultimos anos, tanto na Europa como no Brasil (BOSSONG, 2009; MALDANER,
2008). No entanto, os potenciais riscos dessa exposicdo a saude nao sao
conhecidos.

Atualmente, é de consenso na literatura que farmacos que atuam no SNC,
como € o caso das drogas de abuso, influenciam o sistema imune primariamente,
via sistema nervoso autbnomo (SNA) e/ou pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), como também, por uma acéao direta sobre as células imune.

Tomando em consideragao o MDMA, por exemplo, recentemente, FERRAZ
DE PAULA et al., 2009, mostraram um aumento no turnover hipotalamico de
noradrenalina e corticosterona sérica apos a administracdo de uma dose de 10
mg/kg em camundongos, além de uma redugao da atividade de neutrdfilos (burst
oxidativo e fagocitose) e de uma alteracdo da distribuicdo de leucdcitos na
medula, no baco e no sangue. Como a atividade dos neutréfilos nao foi observada
in vitro, os autores sugeriram que a redugao dessa atividade in vivo bem como a
distribuicdo dos leucécitos seria induzida indiretamente pela ativagcdo de
neurénios noradrenérgicos ou pelo eixo HPA. Dessa forma, a exposigdo a MDMA
pode ser considerada como a de um “estressor quimico” sobre o sistema imune
(CONNOR, 2004).

Quanto a mCPP, por ser um agonista nao seletivo dos receptores 5-HT,
tem servido como um composto de referéncia modelo em estudos neuroquimicos

envolvendo receptores de serotonina. Nesse sentido, pesquisas mostraram que a
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estimulacdo de receptores centrais e periféricos 5-HT,c em ratos pode,
respectivamente, ativar neurbnios gabaérgicos (nao-dopaminérgicos) na
substancia nigra e na area tegmental ventral (DI GIOVANNI et al., 2001) bem
como acarretar um aumento da acetilcolina no hipocampo (ZHELYAZKOVA et al.,
1999).

No entanto, quanto ao potencial especifico da mCPP em modular o sistema
imune, a literatura é bastante escassa. Ha estudos indicando que a serotonina e
varios agonistas sintéticos de receptores 5-HT ativam o eixo HPA. CALOGERO et
al., 1990, exploraram qual seria esse mecanismo, examinando os efeitos
estimulatérios da serotonina e agonistas de receptores 5-HT, incluindo a mCPP,
sobre a secrec¢ao de corticosterona e no aumento de ACTH no plasma, em ratos,
através de mecanismo, primariamente, dependente do CRH.

A literatura tem mostrado que receptores de 5-HT e transportadores de 5-
HT estdo distribuidos amplamente nas células imunes. Como a mCPP é um
agonista de receptores 5-HT, muito provavelmente atua diretamente nos
imundcitos. No entanto, quase nao ha relato sobre esses efeitos.

Em um estudo conduzido em cultura de sangue total humano estimulado
por fitohemaglutinina e LPS, KUBERA et al., 2005, a mCPP foi empregada como
um agonista de receptor 5-HTgpc, bem como a 5-HT, para investigar o
envolvimento desses componentes na producéo de IL-6 e TNFa por macrofagos e
linfécitos, e encontrou-se que a mMCPP aumenta significativamente a produgao
dessas citocinas por estes tipos celulares.

Nesse sentido, o objeto desse trabalho foi investigar os efeitos da mCPP
sobre a resposta imune, especificamente sobre a resposta imune inata. Para

tanto, foram realizados ensaios in vivo e in vitro com o intuito de investigar os
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mecanismos envolvidos nos efeitos da mCPP sobre a mobilizagao leucocitaria e,
mais especificamente, sobre a migragao neutrofilica.

Trabalhos encontrados na literatura (DE VRY, 2000; GIJSMAN, 2004;
RAJKUMAR et al., 2009) aplicando a mCPP como protétipo de agonista dos
receptores 5-HT empregam ratos Wistar machos como modelo experimental,
fundamentando a utilizagdo dessa mesma espécie animal no presente trabalho.
Adicionalmente, ja foram descritas na literatura agbes comportamentais e
alteragdes fisiopatolégicas nos organismos de ratos submetidos ao tratamento
com a mCPP (GIJSMAN et al., 2004; STAACK&MAURER, 2003), bem como
correspondéncias entre os metabdlitos da mCPP encontrados em ratos com os
encontrados em humanos (STAACK et al., 2002; MAYOL et al., 1998).

A via de administragdo por gavagem (v.0.) justifica-se pela simulagao da
utiizagdo da mCPP como droga de uso recreativo, sendo mais comumente
encontrado sob a forma de comprimidos, os quais sdo utilizados por seus
usuarios sob via oral. Ou seja, a via de administragdo selecionada foi uma
tentativa de avaliar de maneira mais proxima os efeitos da mCPP sobre o sistema
imunoldgico de supostos “usuarios recreativos” desse farmaco.

STAACK e MAURER, 2003, desenvolveram um método empregando
analise toxicologica sistematica para detectar mCPP e seus metabdlitos em urina
de rato, administrando uma dose de 1 mg/kg de mCPP. Segundo os autores, a
administracao da dose de 1 mg/kg em ratos corresponde a uma quantidade média
de farmaco administrado em humanos, quando empregado como droga recreativa
por seus usuarios. Adicionalmente, 1 mg/kg € bastante préxima da faixa de doses
de mCPP, via oral, normalmente empregadas nas pesquisas e trabalhos de
psiquiatria (0,25 a 0,75 mg/kg), os quais fornecem grande parte das informagdes

utilizadas neste trabalho, sobre efeitos do farmaco (TANCER&JOHANSON, 2001;
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GIJSMAN et al., 2004; BOSSONG et al., 2005). Por essas razdes, elegemos a
dose de 1 mg/kg de mCPP para os tratamentos in vivo aqui realizados.

Neste trabalho, os dados obtidos nos experimentos in vivo demonstraram
diminuicdo da leucometria total no exsudato peritoneal de ratos Wistar machos
que receberam a mCPP por via oral, na vigéncia de estimulo inflamatério com
LPS (i.p.). Esta diminuicdo do numero de leucécitos no foco da inflamacgao refletiu
a diminuicdo de células polimorfonucleares para o local, especificamente
neutréfilos. Ademais, uma vez que este mesmo tratamento nédo deflagrou
alteracdes na quantificacdo de leucdcitos no compartimento circulante € nem na
quantificacdo de células nucleadas na medula Ossea, partimos para a
investigacao do paradeiro das células neutrofilicas. Para tanto, quantificamos a
atividade da MPO nos tecidos hepatico, pulmonar e do bago. Os 6rgaos
escolhidos, além de corresponderem a locais de clearance de leucdcitos
polimorfonucleares (principalmente figado e bago) (YAMASHIRO et al., 2001;
BRATTON, et al., 2011; KOVACH&STANDIFORD, 2012), sao ¢rgaos-alvo de
injuria tecidual em choques sépticos induzidos por endotoxina (LPS),
primordialmente no que se refere aos pulmbées (ANDONEGUI et al., 2003;
TSCHERNIG et al., 2008; KOVACH&STANDIFORD, 2012). Para os grupos
tratados com a mCPP, frente ao estimulo com LPS, os resultados da
quantificacdo de MPO demonstraram influxo intenso de neutrdéfilos para o tecido
pulmonar, o que explica a auséncia dessas células na cavidade peritoneal.

WELBOURN&YOUNG, 1992, demonstraram consistentemente, em
modelos de sepse em roedores e em pacientes sépticos, que,
independentemente de qual seja o érgéo de origem da sepse, os pulmbes sao
comumente o primeiro érgdo comprometido. Consequentemente, a faléncia dos

pulmdes se mantem como a causa mais comum de o6bito relacionado a sepse. A
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chave deste evento que, ao menos em parte, explica esta patologia € o rapido
acumulo de neutrdfilos no lumen dos capilares pulmonares — e, de fato, a
deplecédo de neutréfilos em modelos animais preserva os pulmdes durante uma
endotoxemia (SHERIDAN et al., 1997). ANDONEGUI et al., 2002, demonstraram
que nas primeiras 4 horas apos a administragao sistémica de LPS, a maior parte
dos neutrdfilos encontram-se, preferencialmente, sequestrados dentro dos
pulmdes. No entanto, os mecanismos nao estavam claramente estabelecidos.
Sabe-se que TLR4 (toll-like receptors 4) em neutréfilos e/ ou em endotélio seria a
motriz para o recrutamento excessivo de neutréfilos nos pulmdes e seu caminho a
partir do compartimento periférico, uma vez que este € o principal receptor ao qual
o Lipopolissacarideo liga-se para desencadear seus efeitos no organismo.
Seguindo este raciocinio,b ANDONEGUI et al.,, 2003, demonstraram que o
endotélio € muito responsivo ao estimulo com LPS, apresentando elevados niveis
de TLR4 e aumento da expressdo de P-selectina, sugerindo que o proéprio
endotélio pulmonar possa corresponder a célula ativa que recruta neutréfilos para
o0 pulmao endotoxémico. No mesmo trabalho, através da inoculagdao de LPS
intraperitoneal em murinos, foi bem demonstrado que dentro das primeiras quatro
horas apds a inoculagdo com LPS, as células endoteliais, via TLR4, foram
responsareis pelo recrutamento intenso de neutrdfilos. Assim, as células
endoteliais atuaram como a primeira linha de defesa contra agentes microbianos,
participando ativamente de respostas da imunidade inata ao LPS via TLRA4.

Dessa forma, uma das hipoteses sugeridas € que a mCPP altere
mecanismos intracelulares das células endoteliais da microcirculagdo pulmonar,
como a expressao de receptores de membrana como TLR4 por exemplo — ou,
ainda, modulagcdo da expressdao de moléculas de adesdo, modulagdo da

expressao de mediadores inflamatoérios —, levando ao aumento do recrutamento
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de neutrdfilos para os pulmbes conforme foi evidenciado pelo ensaio da
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase. Ainda, para confirmar este
resultado, sugere-se que seja realizada analise histolégica dos tecidos
pulmonares.

Nossos dados s&o, ainda, insuficientes para apontar qual seria o
mecanismo exato através do qual estes fendmenos ocorram. Neste ponto,
inferimos, baseando-se na literatura, que possivelmente interferéncias da mCPP
no eixo HPA, a partir de sua fungdo agonista de receptores serotoninérgicos
estejam intimamente envolvidos nos processos observados em NoOSsOS
resultados.

Como ja descrito anteriormente, diversas substancias com agao central
desencadeiam efeitos sobre o sistema imunolégico. Assim, uma hipotese
levantada foi a interferéncia da mCPP no eixo hipdfise-pituitaria-adrenal (HPA)
como fator desencadeador dos resultados observados nos roedores tratados com
o farmaco e apresentando, portanto, atividade neuroimunomoduladora. O eixo
HPA desempenha papel central na regulacdo da sinalizagdo através dos
receptores de glicocorticoides, 0s quais sao expressos praticamente em todas as
células (RHEN&CIDLOWSKI, 2005), inclusive nas células do sistema imune. Em
resumo, sinais neurais, endocrinos e quimiotaticos convergem para o nivel do
nucleo paraventricular do hipotalamo controlando a secre¢do do horménio
liberador de corticotropina (CRH) no sistema porta-hipofisario (WEBSTER et al.,
2002; RIVEST, 2001). O CRH estimula liberagao de corticotropina (na pituitaria), a
qual induz sintese de cortisol no cértex da adrenal. Cerca de 90% do cortisol
secretado liga-se aos ligantes de corticosteroides das globulinas do sangue
(BREUNER&ORCHINIK, 2001). Cortisol livre € a forma biologicamente ativa do

hormdnio, sendo convertido a cortisona pela enzima 2,11B-hidroxiesteréide
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desidrogenase, conversao esta que € revertida pela 1,11B-hidroxiesteroide
desidrogenase (YANG&ZHANG, 2004). O receptor de glicocorticoides € membro
de uma familia de proteinas que sao receptores de horménios esteroides, e trata-
se de um receptor presente na superficie de diversos tipos celulares — inclusive,
nas células do sistema imunoldgico, como neutréfilos — e que apresenta elevada
afinidade pelo cortisol. Dentro da célula, o complexo cortisol-receptor de
glicocorticéides, através de trés vias principais, interfere nos mecanismos
intracelulares, acarretando  consequéncias nas  atividades celulares
(RHEN&CIDLOWSKI, 2005).

Ademais, conforme descrito na literatura, a 5-HT neuronal esta envolvida
na mediagdo e regulacdo de respostas em todos nos niveis do eixo HPA,
incluindo regulacédo de receptores, expressdo génica e liberacdo de hormdnios.
Esta interferéncia da 5-HT com o eixo HPA ocorre via interagcdo com outros
neurotransmissores ou através de receptores serotoninérgicos presentes em
tecidos centrais. Mais especificamente, o receptor 5-HT,c - do qual a mCPP é
agonista — esta indiscutivelmente envolvido na estimulagao da secre¢cao de ACTH
a partir da glandula pituitaria e, desta forma, no aumento de cortisol (KING et al.,
1989; CALOGERO et al., 1990; JORGENSEN et al., 1999; JORGENSEN, 2007).
Estes achados corroboram com a hipotese de que os efeitos da mCPP
observados em nossos estudos possivelmente seriam, dentre outras, expressoes
periféricas de alteragdes centrais no eixo HPA.

Para tanto, o esquema de tratamento empregado nos ensaios in Vvivo
anteriormente foram repetidos sob as mesmas condi¢cbes, porém o0s animais
foram previamente tratados com antagonista dos receptores de glicocorticoides
(RU38486). A quantificacdo de cortisona sérica nao demonstrou diferencas

significativas entre os animais que tiveram seus receptores de glicocorticoides
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antagonizados e 0s animais cujos mesmos receptores foram mantidos em
condi¢des normais. Ou seja, ndo foram demonstradas alteragées causadas pela
mCPP, associada a inibicao de receptores de glicocorticoides, no que se refere a
quantificacdo de cortisona circulante.

Entretanto, conforme demonstrado na literatura (FONE et al., 1998; TERAO
et al., 2000), a concentracéo de cortisol decresce de maneira dose-dependente a
partir das 2 horas ap6s a administragdo da mCPP a ratos do sexo masculino. E
importante ressaltar que a coleta das amostras para realizacdo deste ensaio
ocorreu 5 horas apés o tratamento com o farmaco, uma vez que procuramos
realizar essa mensuragao no intervalo de tempo correspondente aquele em que
observamos o influxo de neutréfilos aumentado para os pulmbdes em animais
tratados com a mCPP, na vigéncia do estimulo inflamatério com LPS (item 4.3.1.,
Figura 4). Dessa forma, nao é possivel excluir a hipétese de participacéo do eixo
HPA nas respostas observadas e, sim, inferir que no momento em que coletamos
o material e a resposta descrita foi observada, ndao se identificou evidéncia
suficiente para prosseguirmos as investigagdes dentro desta linha.

Como proxima etapa, uma vez que nos resultados obtidos in vivo frente ao
tratamento com a mCPP, foi demonstrado que as alteragdes observadas na
quantificacdo de leucécitos da cavidade peritoneal refletiram preponderantemente
alteracbes ocasionadas na quantificacdo de neutrdfilos, partimos para a
investigacao in vitro dos mecanismos neutrofilicos envolvidos neste processo.
Para a avaliagao, in vitro, dos processos celulares neutrofilicos envolvidos das
respostas inflamatorias, empregamos a mCPP em concentragdes de 10 yM, 100
MM e 1000 uM (HWANG et al., 2008).

Avaliamos os efeitos das trés concentracdes do farmaco propostas, sobre a

migracdo  neutrofilica, = empregando-se fMLP  (Formyl-Methionyl-Leucyl-
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Phenylalanine) como fator quimiotatico. Nos grupos tratados com contragdes de
10 e 100 yM da mCPP, em presenca e em auséncia do fator quimiotatico, houve
aumento da migragcao de neutrofilos através do filtro de policarbonato. Tal
resultado sugere uma acao direta da mCPP per se sobre 0s processos envolvidos
na migracgao celular de neutrdfilos, bem como a mesma acéao direta na vigéncia de
um estimulo indutor da quimiotaxia. Esta sugestdo foi confirmada pela
quantificacdo da expressdo de moléculas de adesao expressas normalmente na
superficie do neutrdfilo (L-selectina, p2-integrina e PECAM-1) ja bem descritas na
literatura como fatores primordialmente envolvidos na migragdo neutrofilica
através do tecido endotelial (NEWMAN, 1997; REAVES et al., 2004;
PETRI&BIXEL, 2006; VESTWEBER, 2007; MCDONALD&KUBES, 2011;
WILLIAMS et al., 2011). Ainda, complementando os achados da migragao
neutrofilica, avaliamos os efeitos diretos da mCPP sobre a aderéncia dos
neutrofilos ao endotélio. Assim, foi demonstrado que a mCPP aumentou a
aderéncia de neutrdéfilos ao endotélio, na vigéncia de estimulo inflamatério com
LPS a este, em todas as concentragées nas quais foi empregada, corroborando
com nossa sugestdo anterior de que o farmaco tenha efeitos diretos sobre
mecanismos celulares que alteram a expressao de moléculas de adesido na

superficie da célula, quando na vigéncia de um estimulo inflamatério.

Dentro da microcirculacdo do tecido inflamado, o recrutamento leucocitario
€ iniciado quando o endotélio ativado expressa selectinas (E- e P-selectina) sobre
sua superficie luminal, permitindo que os leucdcitos expressem L-selectina em
sua superficie, a qual se ligara as selectinas do endotélio, comegando entdo o
leucdcito a rolar ao longo da parede endotelial, processo conhecido como rolling.
Os leucdcitos em rolling encontram substancias quimioatraentes na superficie do

endotélio ativado, o que ativa receptores ligados a proteina G no leucécito,
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gerando sinalizagao intracelular nestas células o que ativa integrinas leucocitarias
(preponderantemente (2-integrinas). Estas se ligam com elevada afinidade as
integrinas do endotélio (VCAM, ICAM, a4 e também [(2), resultando em firme
adesdo do leucocito ao endotélio. A partir de entdo, sinais intracelulares, via
citocinas, somados a sinais externos transmitidos pela ligagao entre as integrinas,
fortalecem o processo de adesdo, os leucdcitos achatam-se e rastejam
ativamente pela superficie do endotélio a procura do local mais adequado para
que ocorra a migragcao transendotelial, para dentro do tecido inflamado
(MCDONALD&KUBES, 2011). A interacdo e o acoplamento entre integrinas
endoteliais e leucocitarias resultam na ativacdo de PECAM-1 na superficie de
ambos os tipos celulares. Dentre outras fungbes, a ligagcdo homodloga entre
moléculas PECAM-1 leucocitarias e endoteliais estabiliza o contato intercelular,
estabilizando, assim, a interacdo leucécito-endotélio e desempenhando
importante papel na cascata de aderéncia e transmigragcdo que culmina no
extravasamento de leucdcitos durante o processo inflamatério (NEWMAN, 1997;
PRIVRATSKY, 210). Ademais, PECAM-1 expressa na superficie do leucdcito
promove a migragao direcional, mediada por quimiocinas, para o sitio inflamatério

(WU et al., 2005).

Nossos resultados mostraram que, em condi¢cdes basais, o tratamento com
a concentragdo de 10 uM atuou de maneira significativa apenas sobre a
quantificacdo da expressdo de L-selectina, diminuindo sua expressdo ou
aumentando a clivagem da molécula. Na concentragdgo de 100 uM, houve
diminuicdo da expressao de L-selectina ou aumento de sua clivagem e também
houve aumento da expressdo de [2-integrina. Na concentragcdo mais elevada
empregada, observou-se apenas alteragao significativa para a p2-integrina, a qual

teve sua expressdao aumentada. A dindmica de modificacbes na expressao das
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moléculas de adesdo na superficie do neutrdéfilo indica ativagdo do processo de
migracao desta célula, sugerindo, em conjunto com os resultados de quimiotaxia,

uma acao in vitro pro - inflamatéria da mCPP per se.

Em vigéncia do estimulo inflamatério com fMLP, a concentragcao de 10 uM
diminuiu significativamente a expressdo de [(2-integrina, enquanto n&o
demonstrou nenhum efeito sobre as outras duas moléculas. Na concentracio
intermediaria (100), a expressao de L-selectina foi significativamente aumentada e
a expressdao de PECAM-1 apresentou-se diminuida de maneira relevante, nao
sendo observadas alteragbes sobre a expressao de P2-integrinas. Ainda na
condicdo estimulada, a mCPP em concentragcdo de 1000 pM diminuiu a
expressao de L-selectina, enquanto aumentou as expressdes de [2-integrinas e

PECAM-1.

As alteracbes — tanto aumento quanto diminuicdo - demonstradas na
expressao das moléculas de adesao na superficie dos neutrdéfilos expostos in vitro
as trés diferentes concentragdes do farmaco (10, 100 e 1000 uM) sugerem que a
mCPP exerce efeitos diretos sobre mecanismos neutrofilicos envolvidos nos
processos de aderéncia e migragao desde tipo celular. Os resultados obtidos nos
ensaios de aderéncia e quimiotaxia corroboram com este apontamento, uma vez
que demonstraram, respectivamente, alteragcdes relevantes na porcentagem de
neutrofilos aderidos ao endotélio bem como na diferenca de distancia percorrida

pelos neutrofilos através dos filtros de policarbonato.

Como ja bem estabelecido na literatura, as citocinas sado proteinas
sintetizadas e secretadas por diversas células do sistema imune, e que
apresentam papel bastante relevante nas respostas imune inata e adquirida.

Dessa forma, constituem um importante componente da comunicacdo entre o
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sistema imune e os tecidos periféricos. (ABBAS, MURPHY e SHER, 1996).

No presente trabalho, a quantificacdo da expressdao de mediadores
inflamatdrios (NO, TNF-q, IL-1B e IL-10) no sobrenadante da cultura de neutréfilos
também demonstrou o potencial imunomodulatério da mCPP, uma vez que o
farmaco exerceu efeitos sobre a producdo dos referidos mediadores. Em
condicdes basais, a concentragcao de 10 uM aumentou apenas a concentragao de
TNF-a, com 100 uM do farmaco observou-se apenas aumento de IL-183, enquanto
que a concentracdo de 1000uM diminuiu concentracbes de NO e de IL-10
paralelamente ao aumento de IL-1B. Na vigéncia de estimulo inflamatério com
LPS na cultura dos neutréfilos, as concentragcdes de 10 e 100 uM de mCPP
diminuiram a quantificacdo de NO e aumentaram de IL-138 enquanto que a
concentragdo mais elevada de mCPP (1000 upM) causou alteragbes nas
concentracbes de todas as citocinas quantificadas na cultura — diminuiu

concentracdo de NO, TNF-a e IL-10, e aumentou a concentracdo de IL-1(.

As alteragdes na producdo de citocinas especificas estdo intimamente
relacionadas a expressdo das moléculas de adesao na superficie celular dos
neutréfilos e, portanto, a quimiotaxia e migragao leucocitaria através do endotélio
em direcdo ao foco de inflamacdo e a adesdo do neutrdfilo ao endotélio. A
producdo de citocinas inflamatdrias, principalmente TNF-a e IL-1B, induz a
producdo de quimiocinas, pertencentes a uma grande familia de citocinas
estruturalmente homodlogas que estimulam o movimento dos leucécitos e a
migracdo destes do sangue para o tecido. Em contraste, a IL-10 desempenha
papel inibitério nas respostas da imunidade inata, frente ao processo inflamatorio;
assim, a IL-10 atua contendo a reagao imunoldgica inata, inibindo a produgao de

citocinas pré-inflamatérias (por exemplo, TNF-a e IL-1B) e, consequentemente,
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reduzindo a producdo de quimiocinas e os mecanismos envolvidos na migragao
leucocitaria através do endotélio (ABBAS, 5t ed). Diferentemente das citocinas, a
interacdo do NO nao se restringe a receptores unicos definidos, podendo reagir
com outras moléculas inorganicas, estruturas de DNA, grupos prostéticos ou
proteinas (MARSHALL et al., 2000). Considerando que muitos dos alvos do NO
sdo, por si mesmos, moléculas reguladoras, fica evidente a atuagdo heterogénea
do NO e seus efeitos diversos (BOGDAN, 2001); dessa forma, o papel do NO no
processo inflamatério & controverso, apresentando tanto caracteristicas pro-
quanto anti-inflamatérias, dependendo do tipo celular que o produz e do estimulo
para esta producao, diferentes vias de sinalizagdo sao envolvidas para promover
ou inibir a expressao de iNOS.

Vale observar que, paralelamente aos aumentos significativos mostrados
na porcentagem de neutrofilos aderidos ao endotélio, frente as trés concentragdes
de mCPP empregadas, em vigéncia de estimulo inflamatério, houve diminuigéo
das concentracdes de NO de maneira dose-dependente em relagdo ao aumento
das concentragdes de mCPP empregadas na cultura de neutréfilos. Este achado
corrobora com as descrigdes da literatura sobre a inibicdo causada pelo NO nos
processos de adesao do leucdcito ao endotélio.

Assim, os resultados obtidos nos ensaios realizados in vitro correlacionam-
se e, em conjunto, demonstram que a mCPP atua diretamente sobre o neutrdfilo,
alterando  mecanismos celulares que desempenham papel importante no
processo de migragao deste tipo celular, em vigéncia ou auséncia de estimulo
inflamatério. Ainda, o conjunto de resultados apresentados no trabalho, em ambos
os modelos, sugere que o farmaco afeta o trafego de neutréfilos, especialmente
em vigéncia de uma sepse, desempenhando agado aparentemente pro-

inflamatdria. Entretanto, vale ressaltar que sao necessarios estudos mais
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aprofundados a partir dos resultados apresentados neste trabalho, que verifiquem
o comportamento de mecanismos intracelulares envolvidos nos processos até
aqui avaliados para que se fagcam possiveis explicagdes mais soélidas acerca da

mecanistica dos resultados até entio obtidos.

Ainda nao existem trabalhos na literatura que comprovem a existéncia de
receptores serotoninérgicos em neutrofilos. No entanto, alguns trabalhos ja
mostraram a relevancia destes receptores para a modulagao direta da serotonina,
no local de inflamagdo, em outros tipos celulares do sistema imune. Como
apontado anteriormente, estudos conduzidos por Kubera e colaboradores
(KUBERA et al., 2005) demonstraram a influéncia da 5-HT na regulagdo da
producao de citocinas (IL-6 e TNF-a) por macréfagos e linfécitos. Outro trabalho
realizado pelo mesmo grupo (KUBERA et al.,, 2000) demonstrou que a 5-HT
exerceu efeitos modulatério sobre a produgdo de citocinas (IFN-y e IL-10)
mensuradas em amostras de sangue total. Mediante tais observacdes de efeitos
imunomodulatério da 5-HT produzida e liberada perifericamente, e em nao
havendo evidéncias da auséncia de receptores serotoninérgicos em células
neutrofilicas, parece-nos possivel inferir que um dos mecanismos que inicialmente
explique os efeitos observados neste trabalho sobre os neutrdéfilos (principalmente
sob condigdes inflamatorias) esteja correlacionado a presenga de receptores
desta natureza neste tipo celular e, consequentemente, a uma agao direta de 5-

HT periférica sobre os mecanismos celulares dos neutrofilos.

Os resultados obtidos, em conjunto, sugerem que a mCPP exerga atividade
pro-inflamatéria no que se refere a atuacdo dos neutrofilos nos processos
envolvidos, bem como sugerem que o farmaco seja capaz de amplificar a

resposta inflamatéria em modelo animal de rato, tanto in vivo quanto in vitro. Até o
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momento, ndo € possivel apontar o mecanismo através do qual a mCPP
desempenha suas agdes sobre os parametros do sistema imune inato avaliados
neste trabalho. Como destacado anteriormente, ha necessidade de mais estudos
que continuem a aprofundar-se neste tema para melhor compreensdo dos

mecanismos e processos envolvidos nas respostas observadas neste trabalho.

Finalizando, vale ressaltar que este trabalho buscou responder a questdes
ainda nao abordadas na literatura ou em trabalhos anteriores no que se refere as
acdes da mCPP sobre as respostas do sistema imune inato e sobre os processos
envolvidos na mobilizacdo leucocitaria. Dado a relevancia da mCPP no contexto
da utilizacdo crescente de drogas recreativas, acreditamos ser importante a
realizagao de trabalhos como este, bem como sua continuacéo e aprofundamento
no que diz respeito as investigagbes acerca das agdes desta substancia sobre o
organismo. Além disso, uma vez que a mCPP enquanto droga recreativa é
amplamente utilizada associada a outras drogas de abuso, como cocaina, alcool,
anfetaminas em geral e, principalmente, com o MDMA, sugerimos que avaliagdes
cuidadosas acerca destas associacdes e seus possiveis impactos na saude dos
usuarios sejam realizadas e que este tema venha a ser ainda mais desenvolvido

em estudos e trabalhos futuros.



Conclusao




Conclusdo| 64

7.  CONCLUSOES

Concluimos que a mCPP per se, bem como em vigéncia de um estimulo
inflamatorio, exerceu efeitos diretos sobre os neutréfilos, mais especificamente
sobre os mecanismos celulares envolvidos na mobilizagdo e transmigragao
neutrofilica, in vitro. In vivo, a mCPP amplificou o direcionamento do influxo de
neutréfilos para os pulmdes em presencga de estimulo inflamatério no organismo.

Em resumo, concluimos que a mCPP desempenha papel pré-inflamatorio
em ambos os modelos, tanto em relacdo ao fluxo leucocitario in vivo quanto no

que se refere a atividade celular de neutrdfilos in vitro.
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Portugués Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Producdoem C, T& A

Producéao bibliografica

Artigo

S. Pedersoli, L. Lombardi, N. F. Hoeher, R. Rittner. Assigments of 'H and *C
NMR spectral data for benzoylecgonine, a cocaine metabolite. Spectrocospy
Letters, v. 41, p. 101-103, 2008.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)
1. LOMBARDI, Lara; PEDERSOLI, Susimaire; HOER, Nelci F.; RITTNER, Roberto.
Assigments of '"H and "*C NMR spectral data for benzoylecgonine, a cocaine metabolite In: 11"
Nuclear Magnetic Ressonance Users Meeting, 2007, Angra dos Reis - RJ.
Resumos/11™ Nuclear Magnetic Ressonance Users Meeting. Angra dos Reis, RJ, 2007.

2. LOMBARDI, Lara; PEDERSOLI, Susimaire; HOER, Nelci F.; RITTNER, Roberto. Identification of
the exposition to cocaine through 'H NMR spectroscopy In: 6" International Congress of
Pharmaceutical Science, 2007, Ribeirao Preto - SP.

Resumo/6" International Congress of Pharmaceutical Science. Ribeirdo Preto, SP, 2007.

3. LOMBARDI, Lara; PEDERSOLI, Susimaire; HOER, Nelci F.; RITTNER, Roberto. Identificacéo
da exposicao pré-natal a cocaina em amostras de recém-nascidos através da espectroscopia de
RMN. In: XV Congresso Interno de Iniciagédo Cientifica, 2007, Campinas — SP.

Resumo/ XV Congresso Interno de Iniciacdo Cientifica, Campinas, SP, 2007.

Apresentacdo de Trabalho

1. LOMBARDI, Lara; PEDERSOLI, Susimaire; HOER, Nelci F.; RITTNER, Roberto.

Assigments of '"H and >C NMR spectral data for benzoylecgonine, a cocaine metabolite In: 11™
Nuclear Magnetic Ressonance Users Meeting, 2007, Angra dos Reis - RJ.

2. LOMBARDI, Lara; PEDERSOLI, Susimaire; HOER, Nelci F.; RITTNER, Roberto. Identification of
the exposition to cocaine through 'H NMR spectroscopy In: 6" International Congress of
Pharmaceutical Science, 2007, Ribeirdo Preto - SP.

3. LOMBARDI, Lara; PEDERSOLI, Susimaire; HOER, Nelci F.; RITTNER, Roberto. Identificagéo



da exposicao pré-natal a cocaina em amostras de recém-nascidos através da espectroscopia de
RMN. In: XV Congresso Interno de Iniciagao Cientifica, 2008, Campinas — SP.

4. LOMBARDI, Lara; HEBEDA, Cristina B.; FARSKY, Sandra H. P.; MOREAU, Regina L. M.
Effects of acute treatment with 1-(3-chlorophenyl)piperazine (mCPP) in the leukocyte traffic in rats.

In; 42° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, 2010, Ribeirdo Preto —
SP.

5. LOMBARDI, Lara; HEBEDA, Cristina B.; FARSKY, Sandra H. P.; MOREAU, Regina L. M.
Effects of acute treatment with 1-(3-chlorophenyl)piperazine (mCPP) in the leukocyte traffic in rats.
In: XLV Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2010, Sao Paulo — SP.

6. LOMBARDI, Lara; HEBEDA, Cristina B.; FARSKY, Sandra H. P.; MOREAU, Regina L. M.
Efeitos do tratamento com 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP) sobre a migragéo neutrofilica in vitro.
In: XVII Congresso Brasileiro de Toxicologia, 2011, Ribeirdo Preto — SP.

Producao Técnica

Demais produgdes técnicas

1. LOMBARDI, Lara

Identificacdo da exposicao pré-natal a cocaina em amostras de recém-nascidos através da
espectroscopia de RMN, 2007. (Relatério de pesquisa)

Eventos

Participacdo em eventos

11" Nuclear Magnetic Ressonance Users Meeting

6" International Congresso f Pharmaceutical Science

XV Congress Interno de Iniciagéo Cientifica PIBIC/CNPq

Escola de Altos Estudos em Toxicologia — Ribeirdo Preto, SP, Br

42° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, Ribeirédo
Preto — SP (18/10/10 — 21/10/10).

XLV Semana Universitaria Paulista de Farméacia e Bioquimica, Sdo Paulo — SP
(18/10/10 — 21/10/10).

IV Latin America Risk Assessment Workshop

XVIl Congresso Brasileiro de Toxicologia
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