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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Fabio Pereira Mesquita dos Santos

Durante a resposta alérgica, dentre os varios mediadores inflamatorios de natureza
lipidica, a prostaglandina D, (PGD,) ¢ considerada um mediador-chave. Em adi¢do aos seus
conhecidos efeitos quimiotaticos para eosinofilos, recentemente, foi descrito que a PGD, ¢
também capaz de promover a ativacdo dos eosindfilos, induzindo a biogénese de corpusculos
lipidicos e a sintese de leucotrieno C4 (LTC,4) nessas organelas recém-formadas. Esses efeitos
sdo atribuidos a acdo da PGD; sobre seus 2 receptores — DP1 e DP2 — os quais encontram-se
expressos de maneira constitutiva na membrana dos eosinofilos. Entdo, o objetivo principal do
estudo foi identificar o receptor especifico da PGD, envolvido no mecanismo de sintese de
LTC, por eosindfilos estimulados com PGD;.

In vivo, num modelo murino de pleurisia alérgica e induzida por PGD,, a utilizacio
dos antagonistas seletivos do receptor DP1 (BW A868c) ou do receptor DP2 (CAY10471)
inibiu a sintese de LTC,4 nessas respostas inflamatdrias. No entanto, somente BWA868C foi
capaz de inibir a biogénese de corpusculos lipidicos nos eosinéfilos recrutados para o sitio
inflamatorio; enquanto que o tratamento com o CAY 10471, diminuiu o nimero de eosinodfilos
infiltrantes na cavidade pleural, mas ndo inibiu a biogénese de corpusculos lipidicos nessas
poucas células recrutadas. In vitro, eosin6filos humanos purificados estimulados com PGD,
tiveram a sintese de LTC, inibida tanto pelo pré-tratamento com BWAS868c, quanto pelo pré-
tratamento com CAY10471. Além disso, a ativacdo do receptor DP1, com seu agonista
seletivo (BW245c) e a ativagdo do receptor DP2 com o agonista seletivo do receptor DP2
(DK-PGD;) corroborou a observacdo de que no processo de sintese de LTC4 nos eosinofilos,
ambos 0s receptores sdo necessdior, pois somente quando ambos os receptores foram ativados
simultaneamente foi observada sintese de LTC4 nos corpusculos lipidicos recém-formados
(Eicosacell). Além disso, caracterizamos que uma das vias de sinalizagdo intracelular
envolvida na formagao de corpusculos lipidicos é depende da ativag¢do de proteina quinase A
(PKA).

Em um outro grupo de ensaios, investigamos a PGD, como potencial alvo terapéutico
em doengas alérgicas. Recentemente, foi descrito que o extrato aquoso de C. sympodialis e a
warafteina (alcaldide isolado) tém propriedades antialérgicas, visto que ndo somente reduzem
a eosinofilia, mas também, a biogénese de corpuisculos lipidicos, assim como a produgdo de
leucotrienos cisteinados. Dessa forma, aqui demonstramos que os pré-tratamentos tanto com o
extrato quanto com o alcaldide isolado, foram capazes de inibir a producdo de PGD; ocorrida
durante a resposta alérgica. In vitro, embora a warafteina ndo tenha inibido a biogénese de
corpusculos lipidicos em eosindfilos induzida por PGD,, observamos que ¢ capaz de bloquear
a liberagdo de PGD, por mastdcitos ativados — mas, ndo a producdo de PGE, por macrdéfagos
ativados com A23187 — demonstrando que o mecanismo de agfo dos seus efeitos
antiinflamatdérios ndo parecem envolver antagonismo de receptores em eosinodfilos, e sim
inibi¢do da sintese da PGD; em sitios alérgicos.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Fabio Pereira Mesquita dos Santos

During allergic response, among several lipid mediators produced, prostaglandin D,
(PGD;) has emerged as key mediator. In addition to its known eosinophilotatics effects,
recently PGD, was described to be able to promote eosinophil activation, inducing lipid
bodies biogenesis and LTC, synthesis within these newly formed organelles. These effects are
attributed to the action of PGD; on its 2 receptors — DP1 e DP2 — which are expressed
constituvely on eosinophil cell membranes. So, the main objective of this study was to
identify the PGD, specific receptor involved in LTC4 synthesis mechanism by stimulated
eosinophils with PGD,.

In vivo, in a murine allergic model of pleurisy and in a pleurisy induced by PGD,, the
use of selective DP1 receptor (BWAS868c) and DP2 receptor (CAY10471) antagonists showed
us that both treatments inhibited LTC, synthesis during these inflammatory responses.
However, only BWAS68C treatment was able to inhibit lipid bodies biogenesis within
recruited eosinophils to the inflammatory sites, while CAY 10471, decreased the number of
infiltrated eosinophils in the pleural cavity, but did not inhibit lipid bodies biogenesis within
these low number of recruited cells. In vitro, pre-treatment with BWA868c or CAY 10471
inhibited LTC,4 synthesis by human eosinophils stimulated with PGD,. Moreover, the
activation of DP1 receptor with its selective agonist (BW245c) and DP2 activation with DP2
selective agonist (DK-PGD,) reinforced the observation that during LTC, synthesis within
eosinophils, activation of both receptors are necessary, because only simultaneous activation
of DP1 and DP2, induced LTC, synthesis within eosinophilic lipid bodies (Eicosacell).
Moreover, we observed that the pathway of cellular signaling involved on lipid bodies
biogenesis induced by DP1 activation is dependent on protein kinase A (PKA).

In another set of experiments, we investigated PGD, as a therapeutical target of
allergic diseases. Recently, it was described that aqueous extract of C.sympodialis and
warafteine (isolated alkaloid) have antiallergic properties, because of its effects on the
reduction of eosinophils recruitment, lipid bodies biogenesis and cysteinyl leukotrienes
synthesis. Here, we demonstrated that pre-treatments with extract and its alkaloid were able
to inhibit PGD, production during allergic response. In vitro, warafteine did not inhibit
eosinophil lipid bodies biogenesis induced by PGD,, but it was capable to inhibit PGD,
release by activated mast cells — otherwise fail to blockade PGE, production by A23187-
activated macrophages — suggesting that the action mechanism of its antiinflammatory effects
could occur through PGD; synthesis inhibition in allergic sites.
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1) INTRODUGAO:

1.1. Aspectos Gerais da Inflamacéao Alérgica:

As doencas respiratorias inflamatorias de fundo alérgico correspondem a um
grupo de patologias que atingem a humanidade ha muitos anos, tendo os primeiros
relatos datados de aproximadamente 2600 (a.C.). Dentre essas patologias, a asma tem
papel de destaque por afetar em todo o mundo 10% da populacao infantil e 5% da
populagcdo adulta (Capra et al., 2007; Krouse et al., 2007; Boyce, 2008; O'Byrne et al.,
2009).

A asma nao possui etiologia Unica e especifica, sendo multifatorial e variavel de
individuo para individuo (Jarjour et al., 2002). Dessa forma, a asma pode ser induzida:

(i) por_antigeno: Pessoas alérgicas quando inalam particulas antigénicas
desenvolvem um quadro de broncoconstricao imediata (que também pode ocorrer de 6
a 8 horas ap6s a exposigdo), e que € consequéncia da liberacao de mediadores
inflamatdrios especificos dos mastocitos (Aalbers et al., 1993);

(ii) por patégenos ou ar frio: Infecgdes do trato respiratério provocadas por virus

ou bactérias, assim como a exposicao ao ar frio e seco, tém sido associdas ao
desenvolvimento da asma (Cockcroft, 2001; Lemanske, Jr. et al., 2003) .

(i) apos atividade fisica: Caracterizando a “asma induzida por exercicio”, onde

ocorre uma obstrugdo transitoria nas vias aéreas logo apo6s atividade fisica intensa,
levando a ocorréncia de sintomas como a falta de ar, tosse e o chiado (Laitano et al.,
2008);

(iv) por sensibilidade a aspirina: Cerca de 10% dos individuos adultos asmaticos,

apresentam sensibilidade ao acido acetilsalicilico (AAS), popularmente conhecido como
aspirina (e também a outros antiinflamatérios nao-esteroidais - AINEs). Especificamente
nessa situacéo, a ingestdo do AAS leva ao desenvolvimento de um quadro de asma
aguda, podendo ser acompanhada de rinorréia, congestéo nasal, irritacao conjuntival
e/ou rubor da cabeca e pescocgo. Esse antiinflamatério atua inibindo a ciclo-oxigenase
(COX), assim como os outros AINEs, mas nestes casos parece possibilitar o aumento
da sintese de leucotrienos cisteinados (cisLTs) — mediadores inflamatoérios
responsaveis pela broncoconstricdo caracteristica dessa patologia (Horwitz et al.,
1998).



Além desses fatores abordados, alguns estudos tém reforgado ainda mais o elo
entre a ocorréncia dessa patologia e uma provavel predisposicdo genética (fatores
hereditarios), pois tem sido mostrado que existem polimorfismos especificos
relacionados ao aumento na expresséo de receptores de citocinas importantes para o
estabelecimento da asma, como os receptores da interleucina-5 (IL-5R) e de eotaxina
(CCR3) (Park, 2010).

Apesar de ser uma doenca de causas multifatoriais, a asma apresenta alteracbes
anatomofisioldgicas caracteristicas, como hipertrofia muscular, hiperplasia das células
caliciformes (com consequente aumento na produgdo de muco), hiperplasia vascular
(angiogénese) e depodsito de colageno, resultando no remodelamento e obstrucéo
irreversivel das vias aéreas. Essas alteragbes ocorrem devido aos processos de injuria
e reparo tecidual, que ocorrem durante o desenvolvimento da mesma e que séo
recorrentes a cada recidiva do quadro inflamatério (Vignola et al., 2000).

Independente do fator causador da reagdo inflamatoria, durante o
desenvolvimento da resposta alérgica, a primeira exposicao ao antigeno resultara na
sintese de anticorpos da classe IgE, que s&o produzidos por linfécitos B. Uma vez
sintetizados e liberados, esses anticorpos se ligardo aos receptores de alta-afinidade
(FceRI) presentes na superficie dos mastocitos. Numa segunda exposicédo a esse
antigeno, essas células sao ativadas, resultando na liberagdo tanto de mediadores
recém-sintetizados, quanto de pré-formados que ja estavam estocados nos granulos
citoplasmaticos. Dessa forma, a ativacdo de mastécitos e linfocitos (principalmente a
subpopulacéo Th2) resultara na secre¢do de uma ampla variedade de citocinas pro-
inflamatdrias importantes, dentre as quais se sobressaem as interleucinas (IL)-4, IL-5 e
IL-13 (as quais serao responsaveis pela modulacdo das respostas inflamatérias de
patologias de fundo alérgico em geral) (Busse et al., 2001).

Os linfocitos, juntamente com as células epiteliais, macroéfagos e mastocitos
também irdo produzir e secretar quimiocinas, como RANTES e eotaxina/CCL11, que
tém um papel de destaque nessa resposta, pois sao essenciais para promover o
recrutamento para o sitio inflamatério de eosinofilos, assim como na indugdo da
ativacado dessas células (Lemanske, Jr. et al., 2003). Também tém sido demonstrado,
que a subpopulagao linfocitos Th17 exerce um papel modulador no desenvolvimento da
asma (McKinley et al., 2008).



Devido as suas caracteristicas efetoras, os eosindéfilos constituem-se como
importantes alvos para terapias anti-alérgicas/anti-asmaticas, uma vez que representam
uma classe de leucécitos com uma contribuigdo fundamental tanto para as
manifestacdes agudas, como para as sequelas mais tardias de disturbios alérgicos em
geral (Munitz et al., 2004).

As principais alteragdes anatomofisiolégicas observadas em pacientes
asmaticos, parecem ser consequéncia da presenca e da ativacdo dos eosindfilos
infiltrantes no sitio inflamatoério. Essas células, uma vez ativadas, sao capazes de
causar lesdo na mucosa e provocar alteracdes na fisiologia pulmonar devido a liberacao
e acao de seus produtos celulares (Levi-Schaffer et al., 1999), como as suas proteinas
granulares catidnicas especificas, que encontram-se estocadas nos seus granulos
citoplasmaticos (Hernnas et al., 1992; Noguchi et al., 1992; Rochester et al., 1996;
Weller et al., 1997); espécies reativas do oxigénio (MacPherson et al., 2001); citocinas e
quimiocinas (Lacy et al., 2001); e, mediadores lipidicos, como Fator de Ativagao
Plaquetaria (PAF) (Lee et al., 1984), tromboxano e prostaglandinas (Hubscher, 1975;
Kroegel et al., 1993).

Além da produgao desses mediadores mencionados, deve ser destacado que, os
eosindfilos, correspondem ao principal tipo celular relacionado a produgéo e liberagao
de cisLTs: LTC4, LTD, e LTE, . Esses eicosandides correspondem a potentes
mediadores lipidicos, relacionados a ocorréncia da sintomatologia observada durante o
desenvolvimento da asma, incluindo aumento da permeabilidade vascular, edema,
broncoconstricdo, hiperreatividade bronquica e, até mesmo, a propria infiltragdo
eosinofilica (Samuelsson et al., 1987; Lewis et al., 1990).

Embora, ao longo dos anos muito tenha sido efeito para que se conseguisse uma
melhor compreensédo da fisiopatologia da asma e, consequentemente, aumentar o
numero de medicamentos disponiveis, atualmente a incidéncia, a morbidade e a
mortalidade associadas aos casos de asma ndo diminuiu. Muito pelo contrario, existem
indicios de aumento na ocorréncia da asma no Brasil e em todo o mundo. Segundo
informe do GINA (Global Initiative for Asthma - 2010), existem 300 milhdes de pessoas
com asma em todo o planeta. Segundo estudo multicéntrio realizado anteriormente, a
prevaléncia mundial varia entre 1,6% a 36,8% da populagdo geral, dependendo da

regido e do pais, e o Brasil foi classificado em oitavo lugar, apresentando uma
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prevaléncia média de 20% dessa doenga (“International Study of Asthma and Allergies
in Childhood” — 1998).

Assim sendo, todo esforgco é importante e novos avangos ainda se fazem
necessarios para alterar esse quadro atual. A identificacdo de alvos terapéuticos mais
pontuais e especificos, com maior eficacia no bloqueio dos fenébmenos envolvidos no
desenvolvimento dessa patologia (ou possibilitando a reversdo dos mesmos), podem
gerar um grande impacto na morbidade associada a essa condigdo, assim como
melhorar a qualidade de vida dos pacientes asmaticos.

Dessa forma, o estudo focado nos mediadores inflamatorios produzidos durante
o desenvolvimento da resposta alérgica, assim como 0os mecanismos que regulam a
sintese destes, sao pontos criticos para o entendimento das patologias de carater
eosinofilico, além de representar a possibilidade da identificacdo de novos alvos

terapéuticos.



1.2. EOSINOFILOS:

1.2.1. Caracteristicas Gerais:

Os eosindfilos correspondem a uma classe de leucocitos que representam um
dos principais tipos celulares recrutados para o sitio inflamatorio alérgico, pois uma vez
ativadas sdo fundamentais para a patogénese desse tipo de resposta inflamatoria, e
especificamente, para resposta inflamatoéria caracteristica da asma (Wardlaw, 1999;
Gleich, 2000; Lemanske, Jr. et al., 2003). Os eosindfilos sao leucocitos
polimorfonucleares, predominantemente teciduais e encontrados principalmente em
regides de sub-mucosa, e particularmente distribuidas nos tratos respiratério, gastro-
intestinal e genito-urinario (Weller, 1991). Embora estejam presentes em niveis
elevados em infiltrados inflamatérios em reacbes alérgicas e também sejam muito
importantes durante respostas contra helmintos (Sabin et al., 1996; Klion et al., 2004),
em condi¢des normais, essas células constituem apenas cerca de 1 a 2 % dos
leucocitos totais na circulagao periférica de individuos ndo-alérgicos.

Os eosindfilos sao produzidos e diferenciados na medula éssea a partir de
progenitores mieldides (células pluripotentes que irdo originar outros leucécitos, como
os neutréfilos), quando estas células sdo estimuladas por 3 citocinas: o fator de
estimulagao de colénia macréfago-granulocito (GM-CSF) e as interleucinas (IL)-3 e IL-5.
Cada uma dessas citocinas é capaz de promover a eosinopoiese, no entanto a IL-5 tem
um papel importante na liberagdo dos eosindfilos ja maduros que ainda estdo na
medula para a corrente sanguinea, promovendo a diferenciagdo terminal e a ativacéo
funcional dos mesmos (Yamaguchi et al., 1988).

Na caracterizacdo dos fendmenos associados a diferenciacdo de eosindfilos, a
obtencdo de camundongos deficientes da regido promotora do fator de transcri¢cao
GATA-1 (Adbl-GATA) - fator de transcricdo ativado por IL-5 — possibilitou o
desenvolvimento de animais destituidos de eosinofilos (camundongos Adbl-GATA
deficientes) (Yu et al., 2002). No entanto, embora tenha sido verificada a importancia
dessa via de sinalizacdo para o desenvolvimento de eosindfilos, esse mesmo grupo
demonstrou que progenitores mieldides da medula 6ssea de camundongos Adbl-GATA
deficientes, quando estimulados com as citocinas IL-3, IL-5 e GM-CSF s&o capazes de

se diferenciar ex vivo em eosinofilos, provavelmente dependente de um fenémeno
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compensatorio da delecédo de Adbl-GATA (através da ativagéo de outro promotor) (Dyer
et al., 2007). Além disso, foi demonstrado também ser possivel obter eosindfilos
(funcionalmente competentes) a partir de células progenitoras mieléides da medula
O0ssea de camundongos selvagens, diferenciadas ex vivo com FLT3-L (ligante do
receptor FLT3), fator de célula tronco (SCF) e IL-5 recombinante murina (IL-5rm) (Dyer
et al., 2008).

1.2.2. Caracteristicas Ultraestruturais:

Quando atingem seu grau maximo de maturagéo, essas células apresentam um
didmetro médio de 8 um, apresentam nucleo com numero de l6bulos variaveis — a partir
de uma média de dois (bi-lobulado) — mas podem atingir um total de quatro I6bulos
dependendo do grau de ativacdo celular (Sokol et al., 1987). Além disso, 0os seus
granulos citoplasmaticos se coram pela eosina (corante acido), caracteristica que foi
responsavel pela adogcdo do nome “eosindfilo” por Paul Erlich, quando o mesmo
identificou essas células no escarro de pacientes asmaticos (McEwen, 1992).

No citoplasma de eosinofilos maduros provenientes da circulagdo periférica de
doadores saudaveis encontram-se os granulos primarios que morfologicamente sao
grandes e esféricos e, estruturalmente, sdo destituidos de inclusdes cristaldides (Figura
1.2.1). Estes granulos representam cerca de 5% da subpopulacao total dos granulos
citoplasmaticos eosinofilicos e possuem “um unico compartimento”, que quando
maduros, apresentam como constituinte CLC-P (Charcot-Leyden Cristal Protein)
(Dvorak et al., 1988).

Além desses granulos, o citoplasma eosinofilico € quase que inteiramente
ocupado pelos seus granulos especificos (ou secundarios), sendo esta a mais marcante
caracteristica morfologica deste tipo celular, visto que correspondem a cerca de 95%
dos granulos da célula. Estes granulos, sob analise ultraestrutural, se revelaram como
um grande nucleo eletrodenso e cristaldide, com mais de 0,5 ym (na sua maior
dimensao) constituido principalmente pela proteina basica principal (MBP), que é uma
proteina catibnica rica em residuos de arginina. A matriz granular mostra-se
homogénea, menos densa e € basicamente composta por peroxidase eosinofilica
(EPO), proteina catiénica eosinofilica (ECP), neurotoxina derivada do eosindfilo (EDN) e
histaminase (Egesten et al., 1986; Sokol et al., 1987).



Além desses dois tipos de granulos os eosinofilos apresentam ainda no seu
citoplasma, os granulos menores, que sao morfologicamente e citoquimicamente
analogos aos lisossomos em outras células e n&o apresentam na sua constituicdo MBP
(como os granulos secundarios), nem CLC-P (como os granulos primarios) e os
microgrénulos. Essas ultimas estruturas citoplasmaticas durante muitos anos foram
descritos como sendo apenas estruturas “vesiculo-tubulares” (Dvorak et al., 1990;
Dvorak et al., 1991; Dvorak et al., 1992; Dvorak et al., 1994a). Recentemente, esses
microgranulos foram caracterizados como eosinophil sombrero vesicles (EoSVs), e seu
papel na secrecdo piecemeal de citocinas e proteinas granulares eosinofilicas —
processo de secrecao seletiva dos constituintes granulares, que sera abordado ainda
nessa segdo — vem sendo estudado e cada vez mais melhor caracterizado (Dvorak et
al., 2000; Melo et al., 2005; Spencer et al., 2009).

FIGURA 1.2.1 - Andlise ultraestrutural de eosindfilos
humanos periféricos por microscopia eletronica de
transmissdo — 17500X (Dvorak et al, 1988) (Flecha fechada —
Granulos primarios; Flecha aberta — Granulos secundarios; Flecha
pequena — Granulos menores; Flecha pequena curva -
microgranulos)

Além dos seus granulos citoplasmaticos caracteristicos, os eosinéfilos
apresentam no seu citoplasma reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi pouco

desenvolvidos (Dvorak et al., 1989), e também os corpusculos lipidicos.



1.2.3. Fatores determinantes da eosinofilia tecidual (migragao):

Durante o desenvolvimento de patologias de fundo alérgico — como a asma — a
eosinofilia das vias aéreas € a principal caracteristica e tem sido considerada como o
centro da patogenia da doenca. Dessa forma, o entendimento dos mecanismos que
induzam o acumulo e ativacgao local deste tipo celular desperta cada vez mais interesse.
Para chegar ao sitio inflamatorio, o extravasamento de leucécitos inicia-se com a
marginacgao das células circulantes ao longo da microvasculatura, seguida por um tipo
de ligacéo transiente ao endotélio pés-venular (rolamento). Apds este reconhecimento
inicial, ocorre a adeséo firme e a subsequente transmigragcédo dos leucdécitos através da
monocamada de células endoteliais (diapedese). A etapa final do processo inclui a
migragao através da matriz extracelular, direcionada por um gradiente de concentragao
criado por fatores quimiotaticos provenientes do foco inflamatério. A persisténcia do
leucécito recém migrado no tecido é entdo modulada por componentes da matriz
extracelular e citocinas especifica produzidas e liberadas durante o desenvolvimento da
resposta (Walsh et al., 1991). Como ilustrado na figura 1.2.2, o acumulo preferencial de
eosindfilos nas diversas condi¢cdes patologicas relacionadas pode ser explicado pelo

efeito combinado de varios mecanismos e moléculas, como os destacados abaixo:

Expressdo de moléculas de adesdo: Os eosindfilos expressam constitutivamente

a molécula VLA-4 (04B1) (“Very Late Antigen”), permitindo sua adesao as células

endoteliais, através da ligacdo VLA-4/VCAM-1(“Vascular Cell Adhesion Molecule-1").
Esse mesmo fendmeno n&o acontece com neutrofilos, visto que essas células nao
expressam essa molécula (Walsh et al., 1991). A falta de ligagdo dos neutrofilos a
VCAM-1 e o aumento seletivo da expressao endotelial de VCAM-1 induzida por IL-4
(Lee et al., 2004b) parecem contribuir para o acumulo preferencial de eosindfilos
observado em reagdes inflamatérias mediadas por IgE, como as de origem alérgica e
parasitaria;

Acdo de mediadores inflamatorios quimiotaticos seletivos: Tem sido mostrado

que os eosinofilos podem expressar alguns receptores quimiotaticos importantes, como
CCR1 e CCRa3. Dessa forma, os eosinofilos podem responder a ligantes para esses
receptores, como a “macrophage inflammatory protein” (MIP)-1a/CCL3, RANTES/CCLS5,
‘macrophage chemotactic protein” (MCP)-2/CCL8, MCP-3/CCL7, MCP-4/CCL-13,
eotaxina-1/CCL11, eotaxina-2/CCL24 e eotaxina-3/CCL26 (Ponath et al., 1996; Phillips
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et al., 2003; Elsner et al., 2005). Essas células também expressam receptor de PAF
(PAFR), e esse mediador lipidico € um importante fator quimiotatico para essas células,
visto que é produzido durante a resposta alérgica (Wardlaw et al., 1986; Ukena et al.,
1989; Barnes, 1991). Além desses receptores, os eosindfilos expressam
constitutivamente o receptor DP2, que € responsavel pelos efeitos quimiotaticos
observados em eosinofilos induzidos pela prostaglandina (PG) D2, mediador lipidico que
também é produzido em grandes quantidades durante respostas alérgicas (Murray et
al., 1986).

Selectina

CIRCULACAO PERIFERICA (SANGUE)

Figura 1.2.2: llustragdo representativa dos eventos envolvidos no acimulo tecidual de eosindfilos.

Aumento seletivo da eosinopoiese: A produgao e liberacdo de IL-5 em niveis

aumentados é responsavel pelo aumento da eosinopoiese na medula 6ssea, resultando



num consequente aumento no numero de eosindfilos circulantes, sem afetar os outros
tipos de leucocitos sanguineos (Sanderson, 1992);

Aumento da meia-vida tecidual dos eosindfilos recrutados: Experimentos in vitro

demonstraram que a apoptose eosinofilica é inibida por IL-5, IL-3 e GM-CSF
(“Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor”). Essas observagbes sugerem
que a producéo local destas citocinas aumentaria a persisténcia tecidual dos eosindfilos
no tecido inflamatério (Yamaguchi et al., 1988; Anwar et al., 1993). Vale destacar que
os eosinofilos sdo capazes de secretar essas citocinas, visto que as mesmas
encontram-se estocadas nos seus granulos citoplasmaticos (figura 1.2.3) (Melo et al.,
2008b), dessa forma mesmo através de ativagdo autdcrina, os eosinofilos poderiam ser
responsaveis por prologar a sua propria sobrevida tecidual.

Proliferagdo tecidual: Foi demonstrado que em um modelo experimental de

infeccdo murina por S.mansoni, ocorre proliferacdo extramedular de eosindfilos,
fendbmeno este dependente da ativacdo de macréfagos (el-Cheikh et al., 1990). Além
disso, foi demonstrado também que, a proliferagdo tecidual ocorrida apés o acumulo
induzido pelo PAF, parece contribuir para o desenvolvimento da resposta inflamatéria
(Perez et al., 1998).

1.2.4. Ativacao eosinofilica e o seu papel no desenvolvimento da resposta

inflamatéria:

Nas ultimas décadas varios estudos demonstraram uma correlagéo direta entre a
presenca dos eosindfilos e a sintomatologia alérgica (Wardlaw, 1999; Gleich, 2000;
Lemanske, Jr. et al., 2003). Uma vez no sitio inflamatorio, o eosindfilo apresentara sua
fisiologia alterada, mostrando sinais de ativagdo celular. Algumas alteragcdes

morfologicas relacionadas a ativagéo eosinofilica estéo representadas na tabela 1.2.1:
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Tabela 1.2.1 - Alteragdes morfoldgicas observadas em eosindfilos ativados.

Sitio AlteragGes observadas Referéncia
) - Densidade diminuida De Simone et al, 1982; Fukuda et al, 1985;
Citoplasma
- Vacuolizagao Vadas et al, 1979; Weller et al, 1991.

- Alteracdo no numero e tamanho
Grdnulos Weller, 1991; Lacy et al, 2001.
- Degranulagdo

Corpusculos
- Aumento no nimero Bozza et al, 2009
Lipidicos

Nucleo - Aumento na segmentacdo Sokol et al, 1987

Eosindfilos ativados presentes no sitio inflamatorio apresentam ainda outras
alteracdes que caracterizam seu estado de ativacéo. Ja é bem estabelecido que, uma
vez ativados, além de secretarem o seu conteudo granular (citocinas e proteinas toxicas
caracteristicas), também sado capazes de sintetizar e secretar uma gama de mediadores
lipidicos, como PAF (Lee et al., 1984; Bartemes et al., 1999), Lipoxina A4 (Serhan et al.,
1987; Bandeira-Melo et al., 2000), TXB; (Kroegel et al., 1993), TXA, (Hirata et al., 1989;
Giembycz et al., 1990), PGE, (Bozza et al., 1997) e eoxinas (Feltenmark et al., 2008).
Dentre os mediadores lipidicos produzidos, os eosindfilos tém papel de destaque como
produtores de grandes quantidades de LTC4. Nosso grupo tém demonstrado que, uma
vez ativados, tanto no sitio inflamatério alérgico quanto estimulados isoladamente in
vitro, os eosindfilos apresentam no seu citoplasma aumento no niumero de corpusculos
lipidicos (Bozza et al., 1997; Vieira-de-Abreu et al., 2005b; Mesquita-Santos et al.,
2006), correspondendo a um importante parametro de avalicao da ativagédo eosinofilica.
O fenbmeno de biogénese dessa organela tem se mostrado altamente regulado e
especifico, além de essencial para a sintese de eicosanoides, como a PGE; (D'Avila et
al., 2006) e o LTC,4 (Vieira-de-Abreu et al., 2005b; Mesquita-Santos et al., 2006).

Assim sendo, uma ampla variedade de modelos experimentais, espécies de
animais e diferentes intervengdes farmacologicas e/ou imunolégicas vém sendo
desenvolvidas, para tentar melhor caracterizar as fungbes dos eosindfilos e, assim,

prevenir e/ou impedir o desenvolvimento de patologias de carater eosinofilico. Dentre
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essas intervencdes podem ser citadas a utilizagdo de anticorpos monoclonais humanos
(IgG1) anti-IL-5 em pacientes com sindrome hipereosinofilica (HES). Esse tratamento
vem se mostrando eficaz e possibilitaria a substituicdo dos corticdides como Unica
estratégia terapéutica, pois apesar de ter efeito antiinflamatorio eficaz, pode levar ao
surgimento de efeitos secundarios n&o-desejados (Busse et al., 2010). Além disso,
também ja havia sido demonstrado que o tratamento de primatas com anticorpo contra
ICAM-1 preveniu o acumulo pulmonar de eosindéfilos e consequentemente a
hiperresponsividade das vias aéreas, num modelo de asma experimental (Wegner et
al., 1990).

Com o advento do desenvolvimento de animais geneticamente modificados —
resultando em camundongos destituidos de eosindéfilos (PHIL ou Adbl-GATA deficiente)
— foi possivel observar com mais acuracia o papel destas células na patogénese de
disturbios inflamatoérios alérgicos, como a asma. Em dois estudos contemporéneos
realizados com esses animais, foi observado que ambos animais quando submetidos
ao desafio alérgico apresentaram auséncia na eosinofilia pulmonar, assim como na
hipertrofia epitelial. No entanto, somente na resposta alérgica dos animais PHIL foi
demonstrada que a auséncia dessas células estava associada a reversdo de varias
caracteristicas inflamatérias da resposta alérgica, como hipertrofia epitelial,
hiperreatividade brénquica, produgdo de muco aumentada e hiperplasia das células
caliciformes (Lee et al., 2004a). No outro estudo, esses mesmos parametros descritos
anteriormente se mostraram inalterados, mas foi observado uma reducgéo na deposigao
de colageno, com consequente diminuicdo no remodelamento das vias aéreas dos
animais Adbl-GATA deficientes (Humbles et al., 2004). Embora os dois grupos tenham
conseguido desenvolver animais destituidos de eosindfilos, o papel exato dessa célula
no contexto inflamatério alérgico ainda néo fora completamente elucidado, visto que
mesmo com animais que nao possuiam eosindfilos, os fendbmenos observados durante
o desenvolvimento da resposta inflamatoria alérgica ndo foram coincidentes.

A utilizacao de camundongos deficientes de IL-5 havia demonstrado que a
diminuigdo de eosindfilos na regido peribronquica, assim como os niveis reduzidos de
TGFB, além da prépria IL-5, seriam os responsaveis pelo remodelamento das vias

aéreas (Cho et al., 2004) . No entanto, a observagédo de niveis similares de TGF3 em
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animais selvagens e Adbl-GATA, sugeriu que a redugdo da fibrose observada nesses
animais parece ser independente da expressao de TGF3 (Humbles et al., 2004).

Outro estudo realizado por Jacobsen e colaboradores usando modelo de alergia
induzida por ovalbumina (OVA) nos camundongos PHIL, demonstrou que a auséncia de
eosinofilos inibiu, além da secrecgéo de citocinas pro-inflamatérias como IL-4, -5 e -13, a
proliferacdo de células T CD4" e CD8" no pulmio. Nesse estudo, a importancia dos
eosindfilos € ratificada com a observacdo de que a transferéncia adotiva de células
Th2-polarizadas OVA especificas antes do estimulo alérgico, ndo foi capaz de reverter
esse quadro de anergia desses animais. Esse quadro so6 foi revertido quando foi feita a
transferéncia de eosinéfilos — em associagdo com as células OVA-especificas —
reforcando o papel dos eosinéfilos como células essenciais para o desenvolvimento da
resposta alérgica e ndo somente como células efetoras (Jacobsen et al., 2008).

Para poder modular a resposta inflamatéria, de acordo com as observacdes
acima abordadas, os eosinéfilos sédo capazes de secretar uma gama de proteinas
estocadas em seus granulos e que nao se restringem exclusivamente as proteinas
citotoxicas eosinofilicas — mas também citocinas e quimiocinas — que encontram-se
estocadas em seus granulos citoplasmaticos, juntamente com as suas proteinas
especificas (Melo et al., 2008a; Melo et al., 2008b). A liberagdo do conteudo granular
eosinofilico pode acontecer por 3 diferentes maneiras (Lacy et al., 2001):

I) Exocitose: fenbmeno que consiste no processo classico de liberagdo do
conteudo granular, onde todo conteudo estocado no granulo sera liberado, apos o
processo de fusdo do granulo com a membrana plasmatica (Moqgbel et al., 2006);

1) Citdlise: onde todo o conteudo celular é liberado, apos a lise da membrana
plasmatica, com os granulos sendo liberados inteiros. Recente estudo demonstrou que
os granulos citoplasmaticos eosinofilicos liberados integros nos tecidos inflamatérios,
sdo capazes de responder a estimulagdo com IFNy e eotaxina, demonstrando que
expressam receptores de membrana e que sao organelas secretorioas capazes de
atuar de forma independente da ativagdo eosinofilica extracelularmente (Neves et al.,
2008).

I1l) Degranulacéo Piecemeal: que consiste num processo de secrecao seletiva do

conteudo granular, onde apenas parte do conteudo é liberado, sendo um processo

dependente de transporte vesicular. Esse parece ser o mecanismo predominante para

13



a liberacao granular na inflamacgéo alérgica (Dvorak et al., 1992; Moqbel et al., 2006).
Em recente estudo, Spencer e colaboradores demonstraram que eosindfilos humanos
isolados — em face da sua conhecida capacidade de sintetizar e estocar em seus
granulos citoplasmaticos mais de 30 citocinas — sdo capazes de rapidamente liberar de
forma seletiva (e estimulo especifica) citocinas com envolvimento caracteristico e bem
estabelecido no desenvolvimento das respostas Th1 e Th2, e também com papel
imunoregulatoério, como IL-4, IL- 13, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNFo (Spencer et al.,
2009). A figura 1.2.3 ilustra, os granulos citoplasmaticos eosinofilicos e lista as
possiveis citocinas e quimiocinas estocadas, assim como as suas proteinas toxicas
especificas — MBP, EPO, ECP e EDN - que podem ser liberadas por eosinéfilos

ativados durante a resposta inflamatéria,

PRODUTOS ESTOCADOS NOS GRANULOS

CITOCINAS QUIMIOCINAS PROTEINAS |
IL-2  IL-10 GMLSF CCL5 (RANTES) MBP
IL-3  IL-12 SCF CCLI (Eotaxin) ECP
-4 IL-13  TGF-o ENA-TROXCLS EDN
IL-5  INF-y TNF-a GRO-a EPO
IL-6 NGF

Figura 1.2.3 — Anadlise ultraestrutural de eosindfilo humano,
representando os mediadores inflamatérios e proteinas
eosinofiliscas  armazenados nos  granulos citoplasmaticos
(M.E.Transmissdo) (N — Nucleo / GR — grdnulo / LB — corpusculo
lipidico) — (Modificado de (Melo et al., 2008b).
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Vale ressaltar aqui que, embora tenham sido descritos como sendo células
essencialmente efetoras, caracteristicas de respostas especificas e bem estabelecidas
— como na resposta alérgica e na infeccdo por helmintos — alguns estudos
demonstraram que os eosindéfilos também s&o capazes de desempenhar outros papéis
durante o desenvolvimento da resposta imunologica.

Foi demonstrado que os eosindfilos sdo capazes de processar e apresentar
antigenos, promovendo a ativagdo de células T CD4", apo6s migrarem através do
sistema linfatico para linfonodos pulmonares, promovendo o desenvolvimento de
resposta Th2, exercendo assim atividades que s&o relacionadas as de uma célula
apresentadora de antigeno (Lucey et al., 1989; Shi et al., 2000; MacKenzie et al., 2001;
Wang et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que apos a exposicao das vias aéreas
a um estimulo alérgico, nessas células ha aumento na expressédo de moléculas de MHC
(Major Histocompatibility Complex) de classe Il (moléculas envolvidas no processo de
apresentacéo e ativagéo antigeno-especifica de células T CD4") além de moléculas co-
estimulatérias necessarias para a ativagéo de células T, como CD40, CD80, and CD86
regulando a ativacdo dessa resposta (Akuthota et al., 2008). De fato, essa funcéo
imunoreguladora da resposta Th2 ocorre ndo somente durante a resposta alérgica, mas
também durante o desenvolvimento da resposta a helmintos, indicando que os
eosinofilos podem se comportar como uma célula apresentadora de antigeno (Padigel
et al., 2007).
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1.3. LEUCOTRIENOS CISTEINADOS:

1.3.1 Visédo Geral:

Os eosindfilos se caracterizam como as principais fontes dos leucotrienos
cisteinados (cisLTs), que correspondem ao leucotrieno C4 (LTC4) e seus derivados
extracelulares, os leucotrienos D4 e E4 (LTD4 € LTE,4) (Weller et al., 1983; Cowburn et
al., 1998). Durante o desenvolvimento da asma e de outras inflamacdes alérgicas, os
cisLTs correspondem a uma classe de mediadores inflamatorios de natureza lipidica
que é fundamental para a patogénese da asma e de outras inflamacbes alérgicas
(Christie et al., 2002).

Sua produgdo aumentada estd associada ao desenvolvimento de diversos
quadros patolégicos e processos inflamatérios, como o desenvolvimento do quadro de
fiborose pulmonar (Charbeneau et al., 2005) e de doengas cardiovasculares (Funk,
2005). Também sao capazes de induzir o acumulo de células dendriticas para o sitio
inflamatério — em um modelo de resposta induzida por antigeno (Parameswaran et al.,
2004) — assim como, o acumulo dessas mesmas células para os linfonodos (Robbiani et
al., 2000). Em células polimorfonucleares, sdo capazes de induzir a geracdo de NO
(Larfars et al., 1999), além de ativar mastécitos, levando a producdo de outros
mediadores inflamatérios como IL-5, TNF-a e MIP-1B3 (Mellor et al., 2002). Entretanto,
no que tange os objetivos desse estudo, esses mediadores lipidicos destacam-se como
um dos principais responsaveis por causar broncoconstricdo, aumento da secrec¢do de
muco e na permeabilidade vascular, hiperreatividade brénquica e infiltrado de
eosindfilos durante a resposta alérgica (Lewis et al., 1990; Laitinen et al., 1993;
Henderson, Jr., 1994).

Uma vez sendo produzidos e secretados, os leucotrienos cisteinados sao
capazes de exercer as suas fungdes através de dois receptores especificos, que séo os
receptores CysLT1 e CysLT2. Ambos s&o receptores que apresentam 7 dominios
transmembranares, sinalizando via proteina Gaq. O LTD,4 se liga ao receptor CysLT1
com uma afinidade100 vezes maior do que o LTC,4, enquanto que o LTC4 e 0 LTD4 se
ligam ao CysLT2 com a mesma afinidade (Lynch et al., 1999; Sarau et al., 1999; Heise
et al., 2000; Nothacker et al., 2000). Dentre os produtos dessa via metabdlica, o produto
final dela — que € o LTE4 — é o mais estavel dos leucotrienos cisteinados, mas é o

agonista mais fraco desses receptores (Austen et al., 2009; Lee et al., 2009). Em razao
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da auséncia de ferramentas farmacolégicas capazes de exercerem atividades
antagonista seletiva para o receptor CysLT2, a droga BAYu9773 tem papel de destaque
na caracterizagdo dos mesmos, visto que tem capacidade de antagonizar as ac¢des de
ambos os receptores, pois apenas o receptor CysLT1 possui antagonistas seletivos (por
ex.. montelucaste, zafirlucaste e pranlucaste) (Labat et al., 1992; Tudhope et al., 1994).
Ao longo dos anos, evidéncias da existéncia de um terceiro receptor tém se acumulado.
Este receptor ainda nao esta completamente caracterizado e tem uma maior afinidade
pelo LTC4 do que pelo LTD4, tem localizagéo intracelular e demonstra ter um papel
intracrino na regulacao da secrecéo de citocinas por eosindfilos (Bandeira-Melo et al.,
2002c).

Recentemente, fora demonstrado que animais deficientes para os receptores
CysLT1 e CysLT2 quando estimulados com LTE4, apresentavam edema na orelha
maior do que os animais selvagens, demonstrando a existéncia de um novo receptor
que responde preferencialmente ao LTE4, chamado de CysLTeR. Os efeitos dessa
administragcado foram revertidos com a utilizagédo de PTX e de Y-27632, demonstrando
que os efeitos resultantes da ativagdo desse receptor sédo dependentes da ativgdo de
proteina Gai e Rho Kinase (Maekawa et al., 2008). Posteriormente, esse receptor veio a
ser chamado de CysLT3R e, juntamente com o receptor P2Y12, parece mediar os
efeitos inflamatoérios do LTE4 (Austen et al., 2009).

Em relagdo a distribuicdo dos receptores CysLT, no pulmdo o CysLT1 é
predominante na musculatura lisa das vias aéreas (Figueroa et al., 2001), enquanto que
o receptor CysLT2 encontra-se majoritariamente expresso em macrofagos intersticiais.
No entanto, esses receptores tém uma distribui¢cdo variada nos tecidos em geral (tabela
1.3.1), o que determina diferentes consequéncias biolégicas em decorréncia da sua

ativagao:
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Tabela 1.3.1: Distribuicdo dos receptores de leucotrienos cisteinados nos diferentes tecidos e organismos

e sua modulagdo farmacoloégica (Singh et al., 2010):

Receptores Sinalizacao Sitio de Expressao A(g&r;;:dtgs Antagonistas
Traquéia e Ileo de Cobaias Seletivos:
montelucaste,
R . zafirlucaste e
Bronquios Humanos
pranlucaste
CysLT1 Gog LTD, >> LTC, > LTE, MK571 (murino)
Pulmao de Ratos
g s Nao seletivo:
Eosinéfilos, Linfocitos B, BAYu9773

Basofilos, Mondcitos e
Mastoécitos Humanos

Eosinofilos , Macréfagos e
Mastoécitos Humanos

Veia Pulmonar Humana
CysLTZ Gog LTD,=LTC,>LTE; BAYu9773

Tréqueia e [leo de Cobaias

Traquéia e Bronquios de
Ovelhas

Em leucécitos, estudos de hibridizagcdo in situ demonstraram que ambos os
receptores CysLT1 e CysLT2 encontram-se expressos em eosinéfilos humanos (Heise
et al., 2000; Figueroa et al., 2001). A expressao néo é seletiva para eosindfilos, visto
que outros tipos de leucocitos também expressam o receptor CysLT1, como
monadcitos/macrofagos, linfocitos B e células CD34" (Figueiroa et al., 2001). O receptor
CysLT2 precisa ser melhor caracterizado, porém foi encontrado em 20% de mondécitos
de sangue periférico humano (Heise et al., 2000). Em basoéfilos humanos, ambos os
receptores foram encontrados expressos na superficie celular (Gauvreau et al., 2005). A
presenca desses receptores na superficie dos eosindfilos (Figueiroa et al., 2001; Heise
et al., 2000), basdfilos (Gauvreau et al., 2005) e mastocitos (Mellor et al., 2001; Mellor et
al., 2003), sugere que pode ocorrer uma ativacao autdcrina, visto que estas células sao
capazes de produzir esse mediador inflamatério (MacGlashan, Jr. et al., 1982;
MacGlashan, Jr. et al., 1986; Cowburn et al., 1998; Lam et al., 2002). Alguns estudos
tém evidenciado alteragdes na expressdo desses dois receptores nos eosinofilos em
diferentes quadros patoldgicos, o que poderia ter impacto funcionalmente importante.
Por exemplo, em recente estudo foi demonstrado que ambos os receptores

apresentaram-se superexpressos em pacientes com rinosinusite crénica e polipos
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nasais. No entanto, nos pacientes com rinosinusite cronica existia um equilibrio nessa
expressao, enquanto que nos pacientes com polipos nasais a expressdo do receptor
CysLT1 foi maior do que a do receptor CysLT2 (Perez-Novo et al., 2006).

Além dessas atividades paracrinas/autocrinas, outro aspecto importante da
regulagdo da atividade de leucécitos se refere ao sitio de sintese do LTCy4. Ja foi
demonstrado que o sitio de produgdo do leucotrieno pode definir a fungcdo desse
eicosanodide, pois quando produzido em organelas distribuidas no ambiente
citoplasmatico pode ter fungbes paracrinas (Lewis et al., 1990; Henderson, Jr., 1994;
Lee et al., 2000) e/ou autécrinas (Lee et al., 2000) diversas, além de poder ter fungao
intracrina (Bandeira-Melo et al., 2002c; Neves et al., 2008).

1.3.2. Mecanismos de sintese:

A sintese dos leucotrienos cisteinados inicia-se a partir da liberacédo do AA por
acao da enzima fosfolipase A, (PLAz) (Henderson, 1994). Uma vez liberado, o AA se
liga a proteina ativadora da 5-LO (FLAP) que ira apresentar o AA para a 5-Lipoxigenase
(5-LO). Com isso, o AA sofrera uma reacao de oxidagao no carbono 5 (C5) por agéo da
5-LO, sendo convertido em acido 5S-hidroperoxi-eicosatetraenéico (5-HPETE), e por
acao dessa mesma enzima, o HPETE sera biotransformado no intermediario epoxido
acido 5,6-0xido-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraendico, que é o LTA4 (Lewis et al., 1990;
Peters-Golden et al., 2000).

Apbs a conclusao dessa etapa, por agdo da enzima LTC, sintase, uma glutationa
€ conjugada ao carbono 6 (C6) do LTA4, fazendo com que essa molécula seja
convertida em LTC,4. Apos isso, o LTC4 é transportado ativamente para o meio
extracelular através da membrana plasmatica, num processo mediado por carreador
(Lam et al., 2002), denominado MRP-1 (Multidrug Resistence Protein-1) (Leier et al.,
1994). Extracelularmente, esse produto sofrera reacbes enzimaticas, da enzima y-
glutamil-transpeptidase que clivara o acido glutdmico do LTC,4 — resultando na formagao
do LTD4 — e, posteriormente, da enzima cisteinil-glicina-dispeptidase, que vai clivar a
glicina, resultado na formacéo do LTE4 (Parker et al., 1980). A figura 1.3.2 ilustra a via
de sintese dos leucotrienos cisteinados.

Cada enzima dessa complexa cascata enzimatica apresenta caracteristicas

particulares que valem ser abordadas. Foi demonstrado que, em eosindfilos humanos
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estimulados com fmlp (“Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine”), a liberacao de AA de
membranas fosfolipidicas &€ promovida pela PLA; citosélica (cPLAz), num fenémeno
dependente da ativacdo de ERK1/2 e p38 MAPK (Zhu et al., 2001). Recentes estudos
tém demonstrado que na auséncia de ativagédo da cPLA,, a PLA; secretoria grupo V
(sPLA,-V) é capaz de iniciar a sintese de cisLTs em eosinofilos humanos (Munoz et al.,
2003; Munoz et al., 2006). As enzimas LTC, sintase e FLAP sé&o proteinas integrais de
membrana, sendo a FLAP distribuida nas por¢bes internas e externas da membrana
nuclear, assim como na periferia do reticulo endoplasmatico, enquanto que a LTC4
sintase encontra-se majoritariamente presente na porgéo externa da membrana nuclear
e na periferia do reticulo endoplasmatico (Christmas et al., 2002). Além disso, foi
demonstrado que essas proteinas podem ser encontradas associadas, como
complexos enzimaticos, formando dimeros ou trimeros (Mandal et al., 2004).

A enzima 5-LO é uma proteina soluvel que, em células nédo estimuladas, pode
ser encontrada tanto no citoplasma quanto no nucleo (Brock et al., 1994). Foi
demonstrado que em neutréfilos e mondécitos, essa enzima esta presente no
citoplasma, enquanto que em macrofagos alveolares e mastédcitos é encontrada no
nucleo (Peters-Golden et al., 2000). Aléem da sua expressao variar entre o citoplasma e
nucleo, estudos demonstraram que essa localizagao intracelular pode se alterar em
funcdo do estimulo utilizado. Em eosindéfilos humanos foi demonstrado que, estimulos
como ionéforo de calcio (A23187) ou eotaxina, promove aumento nos niveis
intracelulares de caélcio, levando a 5-LO a mudar de compartimento, indo
respectivamente, do citoplasma para a membrana perinuclear — ou para os corpusculos
lipidicos — num fendmeno denominado de translocacéo (Bandeira-Melo et al., 2002a).
Além disso, vale ressaltar que o processo de translocagdo de 5-LO dependente de
estimulo também ja foi observado em outros leucécitos, como por exemplo em basdéfilos
e macréfagos alveolares de rato (Brock et al., 1995), assim como, em macréfagos
alveolares humanos (Woods et al., 1995). No entanto, em estudo recente foi
demonstrado também que é possivel a biogénese de corpusculos lipidicos ja contendo
5-LO (Wan et al., 2007).

Todo esse complexo processo de sintese ndo ocorre apenas em eosinofilos, mas
também em outros tipos celulares como mastocitos (MacGlashan, Jr. et al., 1982),

basofilos (MacGlashan, Jr. et al., 1986) e mondécitos (Lam et al., 2002). As plaquetas e
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as células endoteliais sdo capazes de sintetizar LTC4, num proceso de sintese
transcelular, pois utilizam o LTA, produzido e liberado por neutréfilos para realizar o
proceso de sintese do LTC4 (Maclouf et al., 1988; Maclouf et al., 1989). Eosinofilos
humanos produzem exclusivamente LTC4 — em detrimento da produc¢édo de LTB4 — pois
nao expressam a enzima LTA4 hidrolase, enzima responsavel pela hidrolizacéo do LTA4

e, consequente formacao do LTB4 (Jendraschak et al., 1996).
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FIGURA 1.3.2 - llustragao representativa dos eventos ocorridos na cascata da sintese de leucotrienos
a partir do Acido Araquidénico (AA) liberado pela acio da fosfolipase A,. Os eventos enzimaticos em
destaque acontecem nas membranas (perinuclear e fagocitica) e nos corpusculos lipidicos. Eventos
extracelulares representam as transformagdes enzimaticas necessarias a sintese de LTD, e LTE,
(Transpeptidase = y-glutamiltranspeptidase / Dispeptidase = cisteinil-glicina-dispeptidase).

Alguns estimulos ja foram descritos como sendo capazes de promover a sintese
de LTC4 em eosinofilos. Foi demonstrado que as citocinas IL-5 e IL-3 s&o capazes de
primar eosinofilos humanos in vitro, promovendo aumento na sintese de LTC, induzida

por PAF, C5a ou fmlp (Takafuji et al., 1991). O PAF ja havia sido demonstrado ser um
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estimulo capaz de promover a sintese de LTC4 em eosindfilos (Bruijnzeel et al., 1987).
O acido araquidbnico também se mostrou um estimulo competente na ativagéo da 5-LO
— num processo dependente de calcio — levando a sintese de LTC4 por eosindfilos
humanos (Kok et al., 1988). Recentemente, nosso grupo identificou a PGD, e o MIF,
como estimulos capazes de induzir a sintese desse eicosandide em eosinofilos
humanos (Mesquita-Santos et al., 2006; Vieira-de-Abreu et al., 2010).

Além de todos os fenOmenos bioquimicos relacionados a regulacédo do
magquinario enzimatico envolvido na sintese de LTC4 em eosinoéfios, a ativagdo dessas
células ira ocasionar alteragbes organelares e ira fazer com que a sintese desse
eicosanoide ocorra em sitios especificos. A localizagéo especifica do sitio de sintese de
LTC4 em eosindfilos foi identificada, mostrando que o sitio de sintese é estimulo-
dependente (figura 1.3.3). Foi descrito que a ativacdo de LIR-7 (“Leukocyte
immunoglobulin-like receptor 7°) e de CD9 — moléculas expressas na superficie
eosinofilica — promoveu a sintese de LTC4 na membrana perinuclear dos eosindfilos
(Tedla et al., 2003), assim como quando essas células foram ativadas por A23187
(Bandeira-Melo et al., 2001b); Ja a ativacao dessas células com eotaxina, RANTES
(Bandeira-Melo et al., 2001b), IL-16 (Bandeira-Melo et al., 2002b), PGD, (Mesquita-
Santos et al., 2006) e MIF (Vieira-de-Abreu et al., 2010) induziu a sintese de LTC4 em
corpusculos lipidicos; enquanto que a ativacdo dessas células pela combinagdo de
eotaxina e A23187, revelou que esse fendmeno ocorreu tanto na membrana perinuclear
quanto nos corpusculos lipidicos (Bandeira-Melo et al., 2001b) , organelas que vém se

destacando como importantes reguladores de sintese de eicosanodides.
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SITIO DE SINTESE ESTIMULO REFERENCIA

A23187 Bandeira-Melo et al, 2001b
Anti-CD9 Tedla et al, 2003
Anti-LIR-7

Tedla et al, 2003

Eotaxina Bandeira-Melo et al, 2001b
RANTES Bandeira-Melo ¢t al, 2001b
MIF Vieira-de-Abreu ¢t al, 2010
PGD, Mesquita-Santos ¢t al, 2006
IL-16 Bandeira-Melo et al, 2002b
Eotaxina Bandeira-Melo et al, 2001b
(+ A23187)

FIGURA 1.3.3 - llustragdao representativa dos sitios de sintese de LTC, em eosinéfilos em fungcdo de
estimulos especificos (1 — Membrana Perinuclear / 2 — Corpusculos Lipidicos).

23



1.4. CORPUSCULOS LIPIDICOS:

1.4.1. Caracteristicas morfoldgicas:

Os corpusculos lipidicos s&o organelas citoplasmaticas que estdo presentes em
um numero variado de células de organismos animais (mamiferos e ndo-mamiferos), de
leveduras, plantas e procariotos. Também sdo conhecidos como adipossomos, gotas
lipidicas, particulas lipidicas, inclusdes lipidicas ou vacuolos lipidicos (Murphy, 2001).

Sao compostos por material amorfo com constituicdo rica em lipidios apolares
(como triacilglicerol e ésteres de colesterol) (Tauchi-Sato et al., 2002), com conteudo
proteico especifico e envolvidos por uma monocamada de fosfolipidios. Essas
organelas podem apresentar areas centrais ou excéntricas, que apresentam vesiculas e
material particulado escuro (Johnson et al., 1999; Murphy, 2001; D'Avila et al., 2006;
Melo et al., 2006).

A anadlise por microscopia eletrbnica, revelou a existéncia de estruturas
membranares internas (Robenek et al., 2004). Embora a origem e a funcdo dessas
membranas internas ainda nao estejam bem caracterizadas, as mesmas se apresentam
como um emaranhado de membranas — provavelmente provenientes do reticulo
endoplasmatico (Wan et al., 2007) — onde se localizam diversas proteinas, como as da
familia da perilipina (perilipina, ADRP e TIP47) (Robenek et al., 2004) e proteinas
integrais de membrana, como as que estdo relacionadas com a formagé&o dos
eicosanoides, como a FLAP (Silva et al., 2009), cPLA; (Yu et al., 2002; Moreira et al.,
2009); a LTC, sintase (Bozza et al., 1997); 5-LO (Bandeira-Melo et al., 2001b; Silva et
al., 2009) e COX (Dvorak et al., 1992; D'Avila et al., 2006).

1.4.2. Regulacao da biogénese de corpusculos lipidicos:

O processo de biogénese dessas organelas ainda ndo esta completamente
elucidado e compreendido, embora muitos estudos tenham sido feitos nesse sentido.
Dessa forma, muitas hipéteses para explicar esse fendbmeno s&o propostas. A primeira
hipétese — e ainda hoje a mais aceita — sugere que o processo biogénico, ocorra a partir
da sintese de lipidios neutros, entre os folhetos do reticulo endoplasmatico, que ao

alcancar certo tamanho, sairiam por brotamento dessa regiao, justificando assim a sua
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monocamada de fosfolipidios e proteinas sem dominios transmembranares (Brown,
2001; Murphy, 2001; Robenek et al., 2004; Martin et al., 2006).

Essas organelas caracterizam-se por serem estruturas osmiofilicas e que na
maioria das preparagbes para microscopia oOtica ndo s&do observadas, por serem
utilizados fixadores/corantes a base de alcool, o que causariam a dissolugdo das
estruturas lipidicas (Pacheco et al., 2002). Essa osmiofilia € dependente do tipo celular
e do estado no qual a resposta inflamatéria se encontra. Por exemplo, foi demonstrado
que a infeccédo pelo Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) provocou
alteracbes estruturais nos corpusculos lipidicos de macrofagos peritoniais de
camundongos em funcao do tempo de infecgdo, como aumento na eletrodensidade e
variacao no tamanho (D'Avila et al., 2006).

Durante muito tempo, a importancia dessas organelas foi relacionada com o
armazenamento de lipidios neutros, funcionando como reservatérios lipidicos para
obtengdo posterior de energia através da B-oxidagdo dos mesmos (Ducharme et al.,
2008). Entretanto, essas mudancas morfolégicas observadas nos corpusculos lipidicos
nos indicam que estas organelas tém um comportamento dindmico (sdo funcionalmente
ativas), ou seja, sdo capazes de mudar a sua estrutura em funcéo do tipo de ativagao
celular a que foram submetidas.

Varios estudos vém sendo realizados, com o objetivo de compreender a
regulacédo da biogénese de novos corpusculos lipidicos citoplasmaticos nas células
envolvidas com a resposta inflamatéria. Observacbes feitas apontam para um
fendbmeno agudo, possivel de ser detectado dentro de uma hora ap6s o estimulo, além
de ser célula e estimulo-dependente (Bozza et al., 2009).

Especificamente em eosinéfilos humanos recém-isolados de doadores
saudaveis, essas organelas estdo presentes em uma quantidade, aproximadamente,
trés vezes maior do que nos neutréfilos destes mesmos doadores. Seu tamanho e seu
numero também s&o observados aumentados nessas células, em quadros patoldgicos
de caracteristicas eosinofilicas, como por exemplo, em pacientes com sindrome hiper-
eosinofilica (HES) (Bozza et al., 1998) e em pacientes asmaticos estimulados por
antigeno (comunicagédo pessoal; Weller PF). Estudos tém demonstrado que, nessas
células, diversos estimulos/agonistas especificos podem iniciar os mecanismos de

sinalizagdo necessario para promover a formagdo de novos corpusculos lipidicos
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(tabela 1.4.1). O PAF — um dos primeiros estimulos a ser caracterizado nesse sentido —
tem se mostrado capaz de induzir a formag&o de corpusculos lipidicos atuando via seu
receptor (PAFR). Esse receptor sinaliza através de proteina G inibitéria (Goi) e a
cascata de sinalizacdo € dependente de proteina quinase C (PKC) e fosfolipase C
(PLC). Além disso, ha ativagdo de 5-LO, com formag¢do de 5-HETE que também
intermedia a biogénese de corpusculos lipidicos induzida por PAF (Bozza et al., 1996a;
Bozza et al., 1997; Bozza et al., 1998).

Outros agonistas seletivos capazes de induzir biogénese de corpusculos lipidicos
em eosinodfilos ja foram caracterizados, incluindo as quimiocinas RANTES, eotaxina-1,
eotaxina-2 e eotaxina-3, através da ativagdo do receptor CCR3, em eosindfilos e
basofilos, mas ndo em neutrofilos (Bandeira-Melo et al., 2001b; Vieira-de-Abreu et al.,
2005b). O CCRS3, ao ser ativado, induz a formacao de novos corpusculos lipidicos,
numa cascata de sinalizacdo dependente de ativacdo de fosfoinositil 3-quinase (PI3K),
ERK1/2 e p38 MAP quinase. Diferente do visto para a estimulagdo com o PAF, a via de
sinalizacdo promovida por CCR3 nado depende da ativacdo de 5-LO, PKC ou PLC,
assim como nao depende de PAF (Bandeira-Melo et al., 2001a; Bandeira-Melo et al.,
2001b). Recentemente, foi identificado que bradicinina, substancia P e PGE, sao
capazes de induzir a biogénese de corpusculos lipidicos em eosinéfilos humanos,
através de via de sinalizacdo dependente de PKA (Bakker-Abreu, n&o-publicado).
Dessa forma, essas observagdes indicam que o processo de formagao dos corpusculos
lipidicos € um fenbmeno altamente regulado e dependente de estimulo apropriado,
além de ser especifico para cada tipo celular. Essa conclusdo pode ser corroborada,
com a observagao de que estimulos como LTB,4, fragmentos do complemento (C5a e
C3a) e IL-8 nao foram capazes de induzir formagcéo de corpusculos lipidicos em

eosindfilos (Bozza et al., 1996a).
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Estimulo Biogénese de Corpusculos Via de Sinaliza¢do

Lipidicos
Acidos Graxos
Insaturados + n.d.
Saturados - -
Fosfolipidios
PAF + Gal; PKC; PLC
Liso-PAF - -
Eicosandides
5-HETE + Gai
PGE, + PKA
LTB, - -
Produtos Bacterianos
LPS / LAM n.d. n.d.
Fmlp n.d. n.d.
Lipoproteinas
LDLox / LDLac n.d. n.d.
LDL n.d. n.d.
Quimiocinas
Eotaxina / RANTES + Gou; PI3K ; ERK1/2; p38 MAPK
IL-8 - n.d.
MIF + Produgdo de eotaxina enddgena
Citocinas
IL-5 + Produgdo de PAF enddgeno
IL-16 + Produgdo de RANTES e eotaxina
Peptideos
BK + n.d.
Substéncia P + n.d.
C3a/C5a - -

Tabela 1.4.1 - Fatores capazes de induzir a formacdo de corpusculos lipidicos em eosinéfilos humano.

(n.d.= ndo determinado; PAF= Fator de Ativagdo Plaquetdria; 5-HETE= Acido Eicosatetraendico; PGD,=
Prostaglandina D,; LTB,=Leucotrieno B, ; LPS= Lipopolissacarideo; LAM= Lipoarabinomanana,; FMLP= Fenil-Metil-
Leucil-Fenilalanina; LDLox= Lipidio de baixa densidade oxidado; LDLac= Lipidio de baixa densidade acetilado; BK=

Bradicinina) (Bozza et al, 2007; Mesquita-Santos et al, 2010; Vieira-de-Abreu et al, 2010b).

Como todas essas observagdes no tocante a biogénese de corpusculos lipidicos
em eosindfilos abordadas até agora, foram de estudos realizados em eosindfilos
humanos purificados in vitro, foi questionado como esse processo estaria sendo

modulado numa situacdo mais complexa de ativacdo eosinofilica. Dessa forma, em
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estudo recente realizado por nosso grupo, foi demonstrado que o desafio alérgico em
camundongos sensibilizados, foi capaz de promover a formagéo de novos corpusculos
lipidicos nos eosindfilos recrutados para o sitio da reagéo inflamatoria alérgica. Esse
fendbmeno mostrou-se ser dependente de ativacdo do receptor CCR3, demonstrando
que a biogénese de corpusculos lipidicos nos eosindfilos recrutados durante a resposta
inflamatéria alérgica é dependente de eotaxina enddgena produzida durante esse
processo inflamatorio (Vieira-de-Abreu et al., 2005b). Mais recentemente, foi
demonstrado que o MIF também participa do processo de ativagcédo eosinofilica, pois
com a utilizagcdo de animais MIF knockout, foi possivel observar — durante a resposta
alérgica — que a auséncia da producado dessa citocina levou a uma diminuicdo no
recrutamento de eosinofilos para a cavidade pleural, na biogénese de corpusculos
lipidicos nesses eosindfilos infiltrantes, assim como na sintese de LTC4 caracteristica
dessa resposta. A pleurisia induzida pelo MIF em animais selvagens, mostrou que os
corpusculos lipidicos dos eosindfilos infiltrantes na cavidade pleural correspondiam ao
sitio de sintese do LTC,4. Esses efeitos do MIF também se mostraram ser dependente
da producao de eotaxina endogena (Vieira-de-Abreu et al., 2010).

Esses estudos demonstram que a eotaxina, produzida durante a resposta
alérgica, desempenha um importante papel na modulagcéo da ativagdo dos eosindfilos.
Observamos também que a PGD, produzida durante o desenvolvimento da resposta
alérgica, é o mediador responsavel por promover o recrutamento de eosindfilos para a
cavidade pleural, assim como, induzindo a biogénese de corpusculos lipidicos e,
também, a sintese de LTC,4 nessas organelas citoplasmaticas neo-formadas nas células
infiltrantes. E a producdo da PGD, mostrou-se dependente da eotaxina produzida
durante o processo inflamatério alérgico. A importancia desses mediadores na ativagao
eosinofilica, foi corroborada em ensaios in vitro com eosinéfilos humanos purificados,
mostrando que tanto a eotaxina, quanto a PGD, cooperam sinergicamente na ativacéo

de eosinodfilos (Mesquita-Santos et al., 2006).

1.4.3. Correlagdao entre a biogénese de corpusculos lipidicos e sintese de
eicosandides:
Em leucécitos — e em outras células associadas com o processo inflamatoério —

os corpusculos lipidicos aparecem em numero caracteristicamente aumentado durante

28



o desenvolvimento de respostas inflamatérias de origens diversas como, na sepse
bacteriana (Pacheco et al., 2002), na artrite (Weinstein, 1980; Bozza et al., 1996b), em
infeccdes por bactérias do género mycobacterium (Mukherjee et al., 1989; D'Avila et al.,
2006) e inflamagbes alérgicas pulmonares (Vieira-de-Abreu et al., 2005b; Mesquita-
Santos et al., 2006). Em patologias de carater eosinofilico, foi demonstrado que em
eosindfilos de pacientes com HES (Solley et al., 1976; Weller, 1991), com doenca de
Cronh (Beil et al., 1995), com asma (comunicacao pessoal; Weller PF), essas células
apresentavam o numero de corpusculos lipidicos caracteristicamente aumentado,
quando comparado com os eosinofilos circulantes de doadores normais.
Especificamente nos eosindfilos, foi observado que o aumento do numero dos
corpusculos lipidicos se correlaciona diretamente com uma producdo aumentada de
LTC,4 por essas células. Foi demonstrado que os eosindfilos quando estimulados por
PAF, acidos graxos cis-insaturados, RANTES ou eotaxinas, primeiro apresentam
aumento no numero dos corpusculos lipidicos e subsequente a ocorréncia desse
fendbmeno, quando estimulados com concentragdo submaximal de ionéforo de calcio
(A23187), sao induzidos a aumentar a liberagdo de LTC4. Esses mesmos efeitos
relacionados a sintese de LTC,4, foram observados em relagcdo a sintese de PGE,,
demonstrando a importancia funcional dessas organelas para a sintese de
eicosandides (Bozza et al., 1996b; Bozza et al., 1997; Bandeira-Melo et al., 2001a;
Bandeira-Melo et al., 2001b). Essa correlagdo também foi observada em outros tipos
celulares, de modo similar aos eosinéfilos. Por exemplo, foi observado que a secrecgao
aumentada de PGE; por macréfagos pleurais de camundongos, mostrou-se
diretamente associada a um aumento do numero de corpusculos lipidicos, que

funcionara como sitio de sintese desse eicosanoide (D'Avila et al., 2006).

1.4.4. Corpusculos lipidicos eosindfilicos como sitio de sintese de LTC, :

A constituicdo lipidica e proteica-enzimatica dos corpusculos lipidicos
caracterizam essas organelas como sitio de sintese de eicosanoides, corroborando as
observacgdes da correlagdo direta entre a biogénese dessas organelas e a producgéao de
eicosanoides.

Especificamente nos corpusculos lipidicos de eosindfilos humanos, encontram-se

araquidonil fosfolipidios e a fosfolipase A, citosolica (cPLA,) (Bozza et al., 1997), além
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de varias enzimas necessarias a sintese dos eicosanéides como a 5-LO, 15-LO (Bozza
et al., 1998), COX (Dvorak et al., 1994b) e LTC, sintase (Bozza et al., 1997). Vale
destacar que também foi observado nos corpusculos lipidicos de leucocitos de
camundongos, a presenca da enzima FLAP (Bozza et al., 2009; Silva et al., 2009).

No entanto, mesmo com todas essas observagdes, a confirmacao definitiva de
que a sintese de LTC,4 pode ocorrer nos corpusculos lipidicos dos eosindfilos, s6 foi
conseguida através da imunolocalizag&o direta desses eicosandides em seus locais de
sintese. Essa imunolocalizacdo foi possivel, gracas a utilizacdo de uma técnica
nomeada de EicosaCell. Nessa técnica, a utilizacao do EDAC (7-ethyl-3-(3-
dimethylamino-propyl) carbodiimide) para a fixacdo e permeabilizagcdo das células,
permite que o eicosandide recém-sintetizado no seu sitio de sintese, seja fixado —
através da ligagao cruzada das carboxilas dos lipidios com as extremidades amina das
proteinas adjacentes — as proteinas presentes no sitio de sintese (Bandeira-Melo et al.,
2001b; Bandeira-Melo et al., 2011). Essa técnica tem se mostrado uma importante
ferramenta na identificagdo dos corpusculos lipidicos como sitios intracelulares de
produgao de outros eicosandides, como a PGE,, (D'Avila et al., 2006); e o LTB,4 (Bozza
et al., 2009) em macrofagos, por exemplo.

Vale ressaltar que essa técnica possibilitou observar que a producdo de LTC4
pode ocorrer em outros sitios intracelulares, além dos corpusculos lipidicos, como a
membrana perinuclear de eosindfilos, observado quando essas células foram
estimuladas com eotaxina em associagdo com A23187 (Bandeira-Melo et al., 2001b), o-
LIR-7 ou o-CD9 (Tedla et al., 2003) ou nos fagossomos de macréfagos estimulados

com zimozam (Balestrieri et al., 2006).
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1.5. PROSTAGLANDINA D, (PGDy):

1.5.1. Mecanismos de sintese e fenémenos envolvidos:

Dentre os mediadores inflamatorios produzidos durante os processos
inflamatorios alérgicos, a prostaglandina D, (PGD;) destaca-se por ser o principal
metabdlito do acido araquidénico, produzido pela ciclooxigenase nos mastocitos em
resposta a um desafio antigénico. E liberada em grandes quantidades quando estas
células estao ativadas, sendo considerado um biomarcador de ativacédo de mastocitos
na asma (Murray et al., 1986).

Na sintese dos prostandides, o primeiro passo € a liberacdo do acido
araquidonico esterificado a partir da posicéo 2 (sn-2) dos glicerofosfolipideos que estao
presentes nas membranas celulares, pela acdo da fosfolipase A, citosdlica (cPLAy)
(Diaz et al., 2003). Nessa via de sintese, o AA liberado sofre acdo da enzima
ciclooxigenase (COX), que pode ser encontrada sob duas isoformas: COX-1, presente
constitutivamente na maioria dos tipos celulares, e a COX-2, que é a forma induzida por
estimulos inflamatoérios. Ambas sao responsaveis pela sintese dos prostanéides como
as prostaglandinas (PG) (PGE,, PGl,, 5-keto-PGF 1, € PGD;) e os tromboxanos (TXA,,
TXB.) (Caughey et al., 2001). O mecanismo de acdo da COX consiste na promogao de
duas reacbes na molécula do acido araquidonico. Na primeira reacéo, a COX insere 2
(duas) moléculas de oxigénio no AA, para originar a PGG,, e depois promove uma
reagdo de endoperoxidase, que reduz a PGG; ao seu analogo 15-hidroxi, que é PGH..
A PGHy ira servir de substrato para a formacao dos eicosandides citados acima, como a
prostaglandina D2 (PGD>) (Smith et al., 1991).

Existem dois tipos de enzimas que sintetizam a PGD,: (i) PGD, sintase tipo
lipocalina (L-PGDS) e (ii) PGD, sintase hematopoética (H-PGDS). Ambas tém a
capacidade de promover a mesma reacao que € a isomerizagcéo da PGH, a PGD.. A L-
PGDS é uma proteina secretéria de 26 kDa expressa por diversos tecidos, como por
exemplo células da meninge, células epiteliais do plexo cordide e oligodendrécitos no
cérebro, e por células epiteliais do epididimo e de Leydig no testiculo (Urade et al.,
2000). Dessa forma, a producédo desse eicosanoide por esta enzima esta relacionada

com a ocorréncia de alguns fendmenos fisiologicos, como fungdes autonOmicas e
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sensoriais das células nervosas (Goerg et al., 1991; Andreeva et al., 1993), nocicepgao
(Eguchi et al., 1999) e indugéo de sono (Hayaishi, 1991; Urade et al., 1999).

Ja a H-PGDS é uma proteina citosélica — de mesmo peso molecular que a L-
PGDS - também responsavel pela biossintese de PGD,, sendo que a sua expressao
ocorre promeminentemente em mastocitos (Urade et al., 1990), e também em células
apresentadoras de antigeno — como histiécitos, células de Kupfer e células dendriticas
de rato (Urade et al., 1989) e humana (Shimura et al., 2010) — e células Th2 (Tanaka et
al., 2000; Kanaoka et al., 2003). Dessa forma, a producdo de PGD; tem sido
amplamente associada a patologias de fundo alérgico, como dermatite atépica (Barr et
al., 1988; Charlesworth et al., 1989); rinite alérgica (Naclerio et al., 1983) e conjuntivite
alérgica (Proud et al., 1990). Especificamente no tocante a resposta inflamatéria
asmatica, esse eicosanodide € responsavel por alguns sinais clinicos caracteristicos,
como broncoconstricao (Hardy et al., 1984) e vasodilatacdo (Cheng et al., 2006). A
figura 1.5.1 ilustra essas reac¢des sequenciais da sintese de PGD, nos diferentes tipos

celulares relacionados a esse evento.

Fosfolipidios

|| FosfolipaseA, (cPLA,)
ido Araquidonico

/:Iooxigenase (Cox)

PGG,

\Ciclooxigenase(COX) /
P(-;H2 — el G D2

H-PGDS ou
L-PGDS

Figura 1.5.1: Esquema representativo da cascata de reacGes enzimaticas envolvidas na sintese de
PGD,.(HQL-79 — antagonista seletivo da H-PGD sintase;AT-56 — antagonista seletivo da L-PGD sintase).

A sintese de PGD, é um ponto importante no desenvolvimento da resposta
inflamatéria de fundo alérgico. Algumas drogas ja foram descritas como sendo capazes

de inibir a produgdo desse eicosandide. O 4-benzhydryloxy-1-{3-(1H-tetraazol-5-yl)-
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propyl}piperidine — conhecido como HQL-79, mostrou-se um potente inibidor da H-
PGDS, impedindo a sintese de PGD, (mas ndo de PGE,) e apresentando efeitos
antialérgicos/antiinflamatorios (Matsushita et al., 1998a; Matsushita et al., 1998b). A
caracterizagéo bioquimica e funcional do 4-dibenzo[a,d]cyclohepten-5-ylidene-1-[4-(2H-
tetrazol-5-yl)-butyl]-piperidine — composto chamado de AT-56 — o mostrou sendo um
inibidor seletivo e oralmente ativo da L-PGDS. Estruturalmente, esses compostos séo
parecidos, visto que o AT-56 é derivado do HQL-79 (Figura 1.5.1). Mais recentemente,
foram demonstradas outras moléculas capazes de inibir tanto a H-PGDS humana
quanto a murina (Christ et al., 2010).

Foi demonstrado que a eosinofilia das vias aéreas esta correlacionada com
aumento nos niveis de PGD, no lavado broncoalveolar (BAL) de pacientes com alergia
respiratdria provocados antigenicamente (Miadonna et al., 1990). Devido a essa
correlagéo, foi investigado qual seria o envolvimento da PGD,; no acumulo de
eosinofilos in vivo. Demonstrou-se inicialmente que a injecdo de PGD, na traquéia de
cachorros induziu aumento no numero de eosindfilos (e ndo de neutrofilos) no sitio
inflamatdrio, fendbmeno que foi abolido com o tratamento do antagonista do receptor de
PGD,, o SKF 88046 (Emery et al., 1989). Estudos posteriores, estabeleceram que a
PGD, é capaz de ativar diretamente os eosindfilos, pois foi demonstrado que in vitro a
PGD, é capaz de induzir quimiotaxia de eosinéfilos com poténcia similar ao PAF, mas
inferior a da eotaxina (Powell, 2003).

Além de induzir a quimiotaxia de eosinofilos, a PGD, também é capaz de
promover outras respostas associadas a migracdo e ativagdo eosinofilica, como o
aumento na expresséao superficial da molécula de adeséao celular CD11b, a remocé&o de
L-selectina, a polimerizagao de actina e a mobilizagao de calcio (Monneret et al., 2001),
além de induzir degranulagao dessas células (Gervais et al., 2001). Mais ainda, a PGD»
parece ser o unico prostandide com atividade quimiotatica para eosinofilos, visto que
PGE,, PGF;, e 0 U46619 — agonista do receptor de TXA; — ndo foram capazes de atrair
eosindfilos in vitro (Monneret et al., 2001). Além disso, a PGD, parece mostrar
seletividade para eosindfilos, visto que falhou em alterar os niveis intracelulares de

calcio dos neutrofilos e mondcitos (Monneret et al., 2002).
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1.5.2. Caracterizagcdo dos Receptores:

Inicialmente, os fendmenos observados e atribuidos a agdo da PGD, foram
justificados como sendo resultado da ativagdo do receptor DP (agora chamado de
DP1). O desenvolvimento de camundongos deficientes para o receptor DP1 (DP17)
permitiu a avaliagdo da importadncia do mesmo no acumulo de eosinofilos ocorrido
durante a resposta alérgica. Dessa forma, foi visto que, em animais DP1"',
sensibilizados e desafiados com OVA, ndo houve migracédo de eosindfilos quando
comparado com animais selvagens submetidos ao mesmo modelo de ativagdo. Além
disso, verificou-se que os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 no BAL dos camundongos DP17-
mostravam-se significativamente menores do que dos animais selvagens. Em conjunto,
esses dados sugerem que o receptor DP1 quando ativado seja o responsavel pela
modulagdo da liberacdo de mediadores inflamatérios que, consequentemente,
culminaria com a indugao da migracao de eosindfilos para o sitio inflamatorio, sugerindo
assim que esse receptor regulasse esse fendmeno de maneira indireta. Além disso,
neste mesmo estudo, também foi observado que este receptor encontrava-se expresso
em pequena quantidade no pulmao dos animais selvagens e, que o desafio alérgico foi
capaz de aumentar, notadamente, a expressao desse receptor na superficie das células
epiteliais ciliadas dos bronquiolos, reforcando ainda mais o papel desse receptor no
desenvolvimento da resposta alérgica (Matsuoka et al., 2000).

Estruturalmente, o receptor DP1 encontra-se na membrana plasmatica e
apresenta 7 dominios transmembranares, sendo assim membro da subfamilia dos
GPCRs, estando associado a uma proteina G do tipo Gas (proteina G estimulatoria)
(Hirata et al., 1994; Monneret et al., 2001). Estudos com células transfectadas com o
gene para o receptor DP1 — células HEK293 (expressando o receptor DP1 humano) e
células CHO (expressando o receptor DP1 murino) — demonstraram que a consequente
ativacdo deste receptor foi capaz de promover a estimulagdo da adenilato ciclase,
levando a um aumento nos niveis de AMPc e a um aumento nos niveis intracelulares
de Ca*? (Hirata et al., 1994; Boie et al., 1995).

No entanto, o aumento nos niveis de AMPc associado a ativacao de eosinofilos é
intrigante, pois ja foi demonstrado que esse fendmeno esta relacionado com inibicdo da
atividade dessas células. Rolipram, droga capaz de inibir fosfodiesterase tipo 1V, inibiu a

quimiotaxia de eosinofilos humanos induzida por PAF e C5a (componente do sistema
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complemento), assim como inibiu eosindflos murinos de responderem
quiomiotaticamente ao PAF in vitro (Tenor et al., 1996; Alves et al., 1996).

De fato, em concordancia com o potencial inibitério do aumento intracelular do
AMPc induzido pela ativacdo de DP1, durante o processo de caracterizacdo dos
aspectos envolvidos na modulagdo da ativacdo dos eosindfilos pela PGD,, foi
observado que o agonista seletivo para o receptor DP1 — BW 245c — ndo conseguiu
promover os mesmos efeitos observados pela PGD, em eosinéfilos in vitro. Esta
hipétese foi reforcada pela observacado de que o antagonista seletivo para o receptor
DP1 — BWA 868c — foi incapaz de bloquear a quimiotaxia de eosinéfilos induzida pela
PGD,. Com isso, postulou-se a existéncia de um segundo receptor, visto que a
quimiotaxia de eosindfilos e a expressdo de CD11b mostraram-se independentes de
DP1 (Monneret et al., 2001).

Ja havia sido descrito um receptor 6rfao expresso seletivamente em basofilos,
linfocitos Th2 e eosinofilos, denominado CRTH2 (“Chemoattractant
receptor-homologous molecule expressed on Th2 lymphocytes” ou DP2. A analise
funcional desse receptor revelou que o sobrenadante da cultura de mastocitos ativados
era capaz de induzir influxo de calcio em células K562/B19 — que expressavam o
receptor DP2 — enquanto que o mesmo efeito ndo foi observado nas células controle,
K562/neo, indicando que esse receptor fora ativado por um ligante natural produzido
por mastocitos ativados (Nagata et al., 1999a; Nagata et al., 1999b).

Posteriormente, este mesmo grupo — utilizando tratamento com &cido acetil
salicilico (aspirina) e com o uso de cromatografia de fase reversa — identificou a PGD3
como sendo o composto ativo produzido por mastécitos ativados que atuaria via o
receptor DP2. Este estudo revelou também a habilidade quimiotatica da PGD, para
eosindfilos, basoéfilos e linfécitos Th2, mas ndo para mondcitos ou neutrofilos. Assim
sendo, o receptor DP2 foi caracterizado como sendo um receptor proteico que também
apresenta sete sitios transmembranares — assim como o receptor DP1 — associado a
uma proteina G do tipo Gai (proteina G inibitoria), visto que o tratamento com toxina
pertussis (PTX) inibiu a mobilizagcdo de calcio mediada por DP2 e que n&o houve
producdo de AMPc em virtude da ativacdo desse receptor pela PGD, (Hirai et al.,
2001).
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No entanto, ensaios in vitro com eosinéfilos humanos, demonstrou que a
alteracéo da conformacéo celular (“Shape Change”) induzida por PGD, nao foi inibida
por PTX, mas por U-73122 (inibidor especifico de fosfolipase C), assim como essa
mesma alteracdo provocada pela indometacina — agonista DP2 em doses
submicromolares (Hirai et al., 2002) — foi inibida por U-73122, LY-294002 (inibidor de
PI3 quinase) e SB-202190 (inibidor de MAPK) sugerindo que o receptor DP2 também
possa sinalizar via proteina Gaq (Stubbs et al., 2002).

A importancia do DP2 na resposta alérgica foi avaliada a partir do
desenvolvimento de camundongos deficientes para este receptor (DP27). Quando
sensibilizados e submetidos ao desafio alérgico, os animais DP2” apresentaram um
aumento na eosinofilia ocorrida no lavado bronco alveoar (BAL). Essa inesperada
eosinofilia observada nesses animais, poderia ser justificada a partir da observacao de
que os niveis de IL-5 produzidos por esplendcitos dos animais DP2” in vitro
encontravam-se aumentados (2,5 a 5,0 vezes) em relagdo as células dos animais
selvagens, quando estimulados com anti-CD3/anti-CD8 (Chevalier et al., 2005). Esse
resultado é surpreendente, visto que as primeiras observagdes referentes ao receptor
DP2 o descrevem com sendo responsavel por induzir a quimiotaxia de eosinofilos (Hirai
et al., 2001), mas é condizente com a afirmacao de que o papel preciso da PGD,, assim
como dos seus receptores, na complexa resposta inflamatéria alérgica ainda néo esta
bem definido.

Na avaliagdo das acdes da PGD, via receptor DP2, o desenvolvimento do
ramatroban (BAY-u3405) resulta numa importante ferramenta farmacologica.
Inicialmente, esse composto foi caracterizado como sendo antagonista seletivo do
receptor TP, antagonizando as a¢des do tromboxano A; (TXAz) (McKenniff et al., 1991;
Norman et al., 1991). Mas foi demonstrado que o tratamento com ramatroban também é
capaz de inibir a migragao de eosindfilos induzida por PGD; (in vitro) de uma maneira
dose-dependente, antagonizando as ag¢des desse eicosanodide ao se ligar ao receptor
DP2. Enquanto a quimiotaxia induzida por PGD, parece depender exclusivamente da
ativagdo de DP2, o influxo de calcio em eosindfilos induzido por PGD, mostrou-se
dependente tanto de DP1 como DP2, visto que esse fendmeno foi completamente
abolido pelo tratamento com ramatroban (antagonista de DP2) e parcialmente inibido
por BWA 868C (antagonista seletivo de DP1) (Shichijo et al., 2003). Pequenas
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alteragdes na estrutura do ramatroban, possibilitou o desenvolvimento do CAY10471,

molécula com maior poténcia e seletividade para o receptor DP2 (Ulven et al., 2005).

A tabela 1.5.1 reune algumas das caracteristicas pertinentes a esses receptores.

Tabela 1.5.1: Tabela comparativa reunindo as principais caracteristicas dos receptores DP1 e

DP2 (Nagata et al., 2003; Sandig et al., 2006) Diaz, BL — comunicagdo pessoal).

DP2 (ou CRTH2)

DP1

Expressio

células Th2, eosindfilos, basdfilos e

mastocitos

eosindfilos, basofilos, mastdcitos,
mondcitos, células endoteliais, plaquetas,

células musculares, entre outras.

Agonistas Comuns PGD,, PGJ, PGD,
Agonistas Seletivos DK- PGD, , 15d-PGJ, , 15dPGD, , PGF, BW245C
Antagonistas Seletivos CAY 10471 BWAB868C
Tipo de Proteina G
P . Gi, Gq Gs

associada

- Quimiotaxia (eosindfilos e basdfilos) - Inibigdo da agregacdo plaquetaria,

- Ativagdo de eosindfilos: polimerizagdo - Vasodilatagdo,

de filamentos de actina, diminuigdo da - Relaxamento de musculos estriados,
Efeitos Biolégicos

expressdo de L-selectina (CD62L); “Shape
Change”; degranulagdo; Indugdo da

expressdo de CD11b

- Promogdo de asma alérgica,
- Indugdo ao sono

- Inibigdo de apoptose de eosindfilos

Efeitos intracelulares

Induz aumento na concentragdo de Célcio

e diminui¢do na concentragdo de AMPc

Induz aumento nas concentragdes de

Calcio e AMPc

Dentre outras atividades relativas a resposta inflamatéria de carater eosinofilico,
a PGD, mostrou-se também ser capaz de induzir diretamente células Th2 a produzirem
IL-4, IL-5 e IL-13 in vitro. Além disso, foi observado também um aumento na quantidade
de RNAmM de cada um desses mediadores nestas células quando submetidas a
estimulagao por PGD,. Esse fendbmeno mostrou-se dependente da ativagédo do receptor
DP2, visto que a estimulagédo com o seu agonista seletivo DK-PGD, foi capaz de induzir
efeito similar, mas menos potente que a PGD,, enquanto que o BW 245c¢ nao foi capaz
de promover nenhuma alteracdo. Mais ainda, o tratamento dos linfocitos com

ramatroban inibiu a produgédo das citocinas Th2 induzido por PGD;, o que n&o foi
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observado para o tratamento com o BWA 868c, indicando que a liberagdo de citocinas
induzida por PGD; se deve a ativagéo do receptor DP2 (Xue et al., 2005).

Por conta dessas vias de sinalizagéo diferentes, associadas a diferentes tipos de
proteinas G com fungbes antagdnicas (com relagéo a ativagdo da adenilato ciclase),
vem sendo admitido que esses dois receptores tenham ag¢des antagdnicas na ativagao
eosinofilica (Monneret et al., 2001). No entanto, também foi demonstrado, que esses
receptores podem atuar de maneira complementar induzindo a ativagdo de eosindfilos
(Kostenis et al., 2006). Foi demonstrado que a ativacdo de ambos seria necessaria no
processo de liberacdo dessas células a partir da medula 6ssea (Schratl et al., 2007), e
num outro estudo, foi observado que a ativacdo de DP2 promoveria a quimiotaxia e a
degranulagédo dos eosindfilos, enquanto que a ativagdo do DP1 seria responsavel pelo
aumento na sobrevida dessas células, ao diminuir a apoptose de eosinéfilos humanos
in vitro (Gervais et al., 2001). Apesar dessas observagdes, recentemente foi
demonstrado que o laropiprant — antagonista DP1 usado em ensaios clinicos com ou
sem a associagdo com o montelucaste — ndo foi capaz de reverter os sintomas
observados em pacientes asmaticos (Philip et al., 2009). Esses achados reforgam ainda
mais a idéia de que o papel desses receptores na ativagao eosinofilica precisa ser
melhor elucidado.

Atualmente, acredita-se que a PGD, esteja, provavelmente, envolvida em
multiplos aspectos e etapas do processo inflamatério de origem alérgica através da
ativacdo desse sistema duplo de receptores. Seu papel na ativagdo de eosindfilos,
assim como na biogénese de corpusculos lipidicos e sintese de leucotrieno C4 parece

ser um ponto-chave na resposta inflamatoria do tipo alérgica.
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1.6) PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS:

1.6.1. Visao Geral:

Nos ultimos anos, o tratamento da sintomatologia da asma tem focado na
supressao do processo inflamatério das vias aéreas, além de tentar promover o alivio
dos sintomas. A utilizacdo de broncodilatadores tem demonstrado que, a utilizagcéo de
2-agonistas sob a forma de aerossol resulta numa agéo potente e rapida no tratamento
clinico da asma. No entanto, o seu uso prolongado pode levar a ocorréncia de efeitos
colaterais, como taquicardia por exemplo (Nelson, 1995). E admitido que os
broncodilatores de longa duragé&o, ndo devem ser utilizados como monoterapia em
pacientes que necessitam de medicacao diaria, podendo ser utilizados em associagéo
com glicocorticéides (Lazarus et al., 2001).

Os glicocorticoides correspondem aos agentes antiinflamatérios mais potentes
disponiveis para o tratamento da asma. O seu mecanismo de ag¢ado esta relacionado a
alguns fatores como a diminuigdo da ativacdo e funcdo de células inflamatérias, a
reducdo no extravasamento vascular e na diminuicdo da produgdo de muco, assim
como ao aumento na resposta aos agonistas -adrenérgicos. No entanto, a utilizagéo
de corticoides em altas doses tanto por via oral, quanto por via inalatéria, pode levar ao
aparecimento de efeitos colaterais, como a sindrome de Cushing (Schraa et al., 1982;
Barnes et al., 2003). Dessa forma, a utilizacao de corticosteréides em associacao com
B2-agonistas, teofilina ou inibidores de leucotrienos cisteinados, tém se mostrado eficaz
no tratamento da asma, enquanto minimiza os efeitos colaterais observados.

A teofilina € uma droga broncodilatadora que apresenta efeito antiinflamatorio
satisfatorio, ao inibir as fosfodiesterases (Giembycz, 2000). No entanto, a sua
associacao com os corticosterdides tem se mostrado menos eficiente do que a
associagdo dos corticosteréides com os P2-agonistas, além de apresentar efeitos
colaterais, como alteracdes gastrointestinais (Davies et al., 1998). Além dessas drogas,
uma outra classe de medicamentos antiasmaticos, que vém sendo bastante utilizada,
sdo os inibidores de leucotrienos cisteinados. Essa drogas podem ser inibidores de
sintese (inibidores da 5-LO, como o zileuton) ou antagonistas de receptor CisLTs (como
o montelucaste ou zafirlucaste). Os antagonistas de receptor s&do os mais utilizados no
tratamento da asma atualmente, mas sao menos efetivos na reducéo das exarcebacgdes

pulmonares, quando comparado com a utilizagdo dos corticosterdides. No entanto, a
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associagéo dos antagonistas de receptor de cisLTs aos corticosteréides (baixas doses)
tem se mostrado eficiente no controle da sintomatologia da asma, embora a
heterogeneidade farmacogenética existente na populagdo asmatica, revele a
necessidade de recomendacgdes terapéuticas mais precisas (Horwitz et al., 1998;
Drazen et al., 1999).

Contudo, sozinho ou em combinagdo com outras terapias, os corticosterdides
ndo conseguem reverter completamente toda a inflamagcédo das vias aéreas nos
pacientes com asma (Jeffery et al., 1992; Godfrey et al., 1995; Booth et al., 1995).
Existem outras terapias ja sendo utilizadas, capazes de modular a resposta inflamatéria
associada a produgao de IgE, como o receptor recombinante soluvel de IL-4, usado sob
a forma inalatéria, por exemplo (Borish et al., 1999), ou a utilizagdo de anticorpos
monoclonais humanos (IgG1) anti-IL-5, que provocaria uma redugdo na eosinofilia
caracteristica dessa resposta (Busse et al., 2010). Além disso, o omazimulab —
anticorpo humano monoclonal capaz de formar um complexo com a IgE livre — também
vem sendo utilizado. Esse anticorpo, impede a interagdo da IgE com mastocitos e
baséfilos, sendo capaz de atenuar tanto a fase inicial, quanto a fase tardia da resposta
alérgica, impedindo a ativacdo dessas células, consequentemente suprimindo o
acumulo de eosinoéfilos nas vias aéreas (Boulet et al., 1997; Fahy et al., 1997).

Talvez toda a complexidade de eventos ocorridos durante o desenvolvimento da
resposta inflamatéria alérgica, possa justificar a auséncia de medidas terapéuticas
completamente eficazes, capazes de reverter todo o quadro inflamatério observado
durante o desenvolvimento da asma. Dentre todos os fendmenos associados ao
desenvolvimento dessas respostas inflamatérias alérgicas, a regulagdo do recrutamento
eosinofilico — assim como a modulagdo da ativacdo dessas células — parecem ser
pontos-chave no controle da evolugao dessas desordens.

Embora ainda n&o tenha sido completamente elucidado, ja fora demonstrada a
remissao dos sintomas alérgicos, associada a resolucao da eosinofilia tecidual (Gleich
et al., 1993; Weller et al., 1997; Rothenberg, 1998). Durante o desenvolvimento dessa
resposta, os eosinofilos tém se destacado como células efetoras, visto que uma vez
ativadas no sitio inflamatorio alérgico parecem ser uma das principais fontes celulares

dos cisLTs (Cowburn et al., 1998) e a importancia do LTC4 na sintomatologia da
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resposta inflamatoéria alérgica do tipo asmatica ja é bem caracterizada (Lewis et al.,
1990; Laitinen et al., 1993; Henderson, Jr., 1994).

NoOs ja demonstramos, que a PGD; € um estimulo capaz de ativar eosindfilos,
induzindo a produgédo de LTC, nos corpusculos lipidicos citoplasmaticos recém-
formados, tanto em modelos experimentais in vitro quanto in vivo (Mesquita-Santos et
al., 2006). Essas células expressam constitutivamente na membrana plasmatica, ambos
os receptores da PGD, — DP1 e DP2 (Hirata et al., 1994; Nagata et al., 1999a; Nagata
et al., 1999b). Identificar o receptor envolvido nesse fendémeno induzido pela PGD,; em
eosinodfilos e assim, conseguir modular a ativagdo dessas células por este eicosandide,
pode se tornar um importante alvo na terapia contra a asma. Alguns estudos tém sido
desenvolvidos, com o objetivo de identificar drogas capazes de reverter os efeitos da
asma, ao antagonizar a agéo dos receptores DP1 e DP2. Embora existam resultados
promissores, a modulagéo da resposta alérgica pela antagonizacéo desses receptores
ainda nao foi alcancada (Pettipher et al., 2007; Philip et al., 2009; Ulven et al., 2010).

Na tentativa de encontrar novas drogas capazes de exercer atividades anti-
inflamatdrias, ou imunomoduladoras, para esse quadro patologico, a utilizagcdo de
produtos naturais pela industria farmacéutica, tem possibilitado a identificacdo de novas

moléculas com acéao anti-inflamatérias (Spelman et al., 2006).

1.6.2. Cissampelos sympodialis e seu alcalbide isolado: warifteina

Em face da imensa diversidade de espécies vegetais da flora brasileira, muitas
espécies vém sendo utilizadas para obtengdo de moléculas com efeito terapéutico. A
Cissampelos sympodialis Eichl. € uma espécie da familia Menispermaceae encontrada
em abundéncia no nordeste brasileiro, ocorrendo principalmente em areas de semi-
arido (Rhodes DG, 1975) e alguns trabalhos ja demonstraram o seu efeito anti-
inflamatdrio na terapia de reumatismos, artrites e doencas do aparelho respiratério,
como a asma (Barbosa-Filho et al., 1997; Agra et al., 2007a; Agra et al., 2007b).

A familia das Menispermaceae — na qual esta incluido o género Cissampelus — é
bem conhecida pela produgdo de varios tipos de alcaldides, como os
bisbenzylquinolinicos. A partir do extrato bruto obtido da C.sympodialis, varios

alcaléides ja foram isolados, dentre os quais destacam-se: milonina (Freitas et al.,
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1995), warifteina (Cortes et al., 1995), metilwarifteina e laurifolina (Barbosa-Filho et al.,
1997), liriodenina e roraimina (de Lira et al., 2002).

Todos esses alcaldides tém atividades farmacologicas identificadas, como
atividade antiparasitarias contra Leishmania sp. (Fournet et al., 1993), Trypanosoma
cruzi (Fournet et al., 2000) e Plasmodium sp. (Angerhofer et al., 1999). Outros efeitos
também ja foram atribuidos a esses alcalbéides, como atividade espasmolitica e efeito
citotoxico (De Freitas et al., 1996; Melo et al., 2003), assim como atividade
antidepressiva (Almeida et al., 1998). Além disso, ja foram demonstradas também
atividades anti-anafilatica (Thomas et al., 1997) e antiinflamatéria (Lima et al., 2001),
modulando inclusive a atividade de macréfagos e linfocitos B (Alexandre-Moreira et al.,
2003a; Alexandre-Moreira et al., 2003b).

Em relacdo aos seus efeitos anti-inflamatorios, foi demonstrado que durante o
desenvolvimento da resposta alérgica a utilizagdo do extrato aquoso de C.sympodialis
por via oral, reduziu os niveis de IgE séricos — assim como o edema de pata — em
camundongos estimulados alergenicamente (Bezerra-Santos et al., 2004a). Dentre os
alcalb6ides isolados a partir desse extrato, a warifteina € o mais abundante de todos
(Melo et al., 2003) e as atividades anti-inflamatoérias da C.sympodialis foram atribuiidos
a esse alcalbide. Foi observado que a utilizagdo do extrato — assim como a warifteina —
foi capaz de reverter a eosinfilia pleural, biogénese de corpusculos lipidicos e a sintese
de LTC4 num modelo murino de inflamacgao alérgica (Bezerra-Santos et al., 2006). Vale
ressaltar que todos esses fendmenos inflamatérios inibidos tanto pelo extrato, quanto
pela warifteina, sdo controlados pela PGD, produzida durante a resposta alérgica
(Mesquita-Santos et al., 2006). Também ja foi demonstrado que a utilizagcdo da
warifteina foi capaz de inibir o edema de pata e a producéo de IgE — além de proteger
contra anafilaxia — num modelo de alergia murina, através da inibicdo da degranulagao

de mastécitos (Costa et al., 2008).
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3 - OBJETIVOS:
Essa tese de doutorado pode ser equacionada em 2 partes, que podem ser

especificamente descritas como:

PARTE 1: Identificar o receptor especifico da PGD; envolvido no mecanismo de
sintese de LTC,4 por eosindfilos estimulados com PGD,. Especificamente, focamos
em:

1) Avaliar especificamente o papel de cada um dos receptores de PGD, — DP1 e DP2 —

na sintese de LTCy;

2) Avaliar o efeito da ativacao direta de cada um dos receptores da PGD, sobre a

sintese de LTC4 nos eosindfilos purificados in vitro;

3) ldentificar e caracterizar as vias de sinalizagdo relacionadas aos fendmenos de
biogénese de corpusculos lipidicos e sintese de LTC4 em eosinéfilos humanos ativados
por PGD;.

PARTE 2: Avaliar a sintese/atividade da PGD, como alvo da C.sympodialis e do

seu alcaldide isolado, warifteina. Especificamente, focamos em:

1) Avaliar se a warifteina impediria a PGD, de exercer seus efeitos pré-inflamatoérios
através da sua ligacao com os receptores de PGD», impedindo a ligagao do eicosandide

aos seus receptores;

2) Avaliar se a warifteina estaria inibindo a sintese de PGD, durante a resposta

alérgica.
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4) ARTIGOS ANEXADOS:

Os resultados dessa tese foram compliados em dois artigos. O primeiro deles ja foi
publicado e o segundo estd em fase final de concluséo, para ser submetido a revista

“British Journal of Pharmacology”. Ambos encontram-se anexados a essa segao.

4.1) Artigo I:

“Co-operative signaling through DP1 and DP2 prostanoid receptors is required to
enhance leukotriene C4 synthesis induced by prostaglandin D in eosinophils”
Mesquita-Santos FP, Bakker-Abreu |, Luna-Gomes T, Bozza PT, Diaz BL, Bandeira-
Melo C. Br J Pharmacol. 2010 Oct 26. doi: 10.1111/j.1476-5381.2010.01086.x. [Epub]

De forma sucinta, este estudo avaliou os mecanismos envovidos na sintese de LTC4
por eosindfilos induzida por PGD,, através da ativagéo dos seus receptores DP1 e DP2.
Neste trabalho, nés observamos que, embora somente a ativagcdo do receptor DP1
induza a biogénese de corpusculos lipidicos em eosindéfilos, para ocorrer a sintese de
LTC4 em eosindfilos, a ativagdo simultdnea de ambos os receptores se faz necessaria,
tanto em modelos experimentais in vivo, quanto em eosinofilos humanos in vitro.
Demonstramos também que o sitio de sintese do LTC,4 correspondia aos corpusculos

lipidicos recém-formados.
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4.2) Artigo ll:

“Anti-allergic effects of Cissampelos sympodialis and its alkaloid
warifteine depend on inhibition of PGD, synthesis”

Fabio P. Mesquita-Santos; Claudio R. Bezerra-Santos; llka Bakker-Abreu; Tatiana Luna-
Gomes;Rafaela Samico; José Maria Barbosa-Filho; Marcia R. Piuvezam; Patricia T.
Bozza; Bruno L. Diaz; Christianne Bandeira-Melo. (Este artigo sera submetido para o

“British Journal of Pharmacology”)

Neste trabalho demonstramos que, os ja descritos efeitos antiinflamatérios do extrato da
C.sympodialis e do seu alcaléide isolado — a warifteina — capazes de reverter a
eosinofilia pleural, a biogénese de corpusculos lipidicos e a sintese de LTC4 sao
mediados pela inibicdo da sintese de PGD, durante os processos inflamatorios
alérgicos. Nés demonstramos também que, a warifteina foi capaz de inibir a sintese de
PGD;, — mas néo de LTC,4 — por mastécitos ativados in vitro, assim como nao inibiu a
sintese de PGE, por macrofagos peritoneais murinos in vitro ativados com A23187. Em
conjunto esses dados sugerem que provavelmente, o alvo molecular responsavel pelas
acbes antiinflamatorias da warifteina, seja a enzima prostaglandina D sintase
hematopoiética (H-PGDS).
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Anti-allergic effects of Cissampelos sympodialis and its alkaloid

warifteine depend on inhibition of PGD, synthesis

Fabio P. Mesquita—Santosl’z; Claudio R. Bezerra-Santos3; Ilka Bakker-Abreul; Tatiana Luna-
Gomesl;Rafaela Samico'; José Maria Barbosa—Filho3; Marcia R. Piuvezam® ; Patricia T. Bozzaz;

Bruno L. Diaz l; Christianne Bandeira-Melo'

! Laboratério de Inflamagio, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil;

’Laboratério de Imunofarmacologia, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil;

3Laboratério de Tecnologia Farmaceutica, Departamento de Fisiologia e Patologia, Jodo Pessoa,

UFPB, Brazil

Abbreviations

Calcium lonophore, A23187; COX, ciclooxigenase; cPLA,, cytosolic phospholipase;
cysLT, cysteinyl leukotriene; DP1, D prostanoid receptor 1; H-PGDS, hematopoietic
prostaglandin D synthase; HQL-79, prostaglandin D synthase inhibitor; LTC,,

leukotriene C4; OVA, ovalbumin; PGD,, prostaglandin D,; PGE,, prostaglandin Ey;
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ABSTRACT:

Medicinal plants are alternative therapeutic options to many diseases. It has been
shown that Cissampelos sympodialis extract and its isolated alkaloid warifteine display
anti-allergic properties, by controlling migration and activation of eosinophils —
leukocytes with key roles in the pathogenesis of allergic inflammatory diseases, like
asthma. Here, we investigated the mechanism of action involved in the anti-allergic
properties of C. sympodialis extract and warifteine, focusing on PGD, as a potential
molecular target. Initially we tested potential direct interference of warifteine on
PGD,/receptor interaction. PGD,-induced eosinophil activation — as in vitro induction of
lipid body biogenesis within human eosinophils — was not modified by the pre-incubation
with warifteine, indicating that antagonism of PGD, receptors does not represent
warifteine mechanism of action. By employing two mouse model of allergic inflammation,
we observed that pretreatment with C. sympodialis (400 mg/Kg) or warifteine (50
pg/animal) were capable to inhibit the PGD, production during allergic pleurisy. Similarly,
in vitro pre-incubation with warifteine blocked PGD, release triggered by antigen-
challenged IgE-sensitized bone marrow-derived mast cells. In contrast, warifteine failed
to affect release of mast cell-derived LTC4, as well as, PGE; production by activated
macrophages, showing that both cPLA,- and COX-mediated steps of PGD, synthesis
are not the targeted events of warifteine. Altogether, our findings suggest that the
mechanisms involved in the anti-allergic effects of C. sympodialis and its alkaloid
warifteine depends on inhibition of synthesis rather activity of PGD, on their receptors.
While the enzymatic step affected by C. sympodialis or warifteine are still not defined,
hematopoietic prostaglandin D synthase (H-PGDS) emerges as a potential molecular

target.
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droplet; cysteinyl leukotriene.

INTRODUCTION:

Eosinophils have a critical role in the pathogenesis of allergic inflammatory
conditions, like asthma (Wardlaw, 1999; Gleich, 2000; Lemanske et al, 2003). When
activated, these cells are capable to elaborate and release several eicosanoids derived
from the oxidative metabolism of arachidonic acid, like cysteinyl leukotrienes (cysLTs;
LTC4/D4/Es) (Weller et al, 1983; Cowburn et al, 1998). During asthma, cysLTs are
involved with reduction of lung function (Arm et al., 1990), mucus secretion from
bronchial epithelial cells and increase of pulmonary vascular permeability (Lewis et al.,
1990; Laitinen et al., 1993; Henderson, Jr., 1994). Recently, we have demonstrated that
LTC, released by infiltrating eosinophils depends on highly regulated biogenesis of LTC4
synthesis-compartmentalizing organelles, named lipid bodies (Mesquita-Santos et al.,
2006). In addition, we have also shown that lipid body-driven LTC4 synthesis within
recruited eosinophils is a multi-mediated process controlled by complementary activity of
endogenous molecules: RANTES- and eotaxin-driven CCR3 activation, MIF and its
receptor CD74 and obligatory cooperation between the PGD, receptors DP1 and DP2
(Vieira-de-Abreu et al., 2005b; Mesquita-Santos et al., 2006; Mesquita-Santos et al.,
2010; Vieira-de-Abreu et al., 2010). Inasmuch as these mediators act in concert to
trigger the remarkable LTC,4 synthesis by eosinophils in sites of allergic inflammation,
these molecules emerge as interesting targets to anti-allergic therapies.

Conventional therapies have limited success on asthma control (Firszt et al.,
2010). Thus, new therapeutic molecules for allergic diseases treatment should be

developed. Medicinal plants are alternative options to many diseases, including allergic
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diseases like asthma (Rogerio et al., 2010). Cissampelos sympodialis Eichl.
(Menispermaceae) is a species found in northeastern and southeast of Brazil.
Phytochemical analysis of C. sympodialis root extracts identified a group of bioactive
alkaloids, including milonine, methylwarifteine, roraimine and warifteine (Barbosa-Filho
et al., 1997; de Lira et al., 2002). Popular use has demonstrated anti-inflammatory
effects of C. sympodialis during inflammatory conditions, like rheumatism and arthritis
(Barbosa-Filho et al., 1997; Agra et al., 2007a; Agra et al., 2007b). Concerning cellular
impact of C. sympodialis and warifeteine, it has been shown that the aqueous fraction of
ethanolic extract of C. sympodialis and warifteine are capable to inhibit B cells
proliferation (Alexandre-Moreira et al., 2003b; Rocha et al., 2010) and macrophage
microbicidal activity (Alexandre-Moreira et al., 2003a). In addition, in mouse models of
allergic inflammatory response the C. sympodialis extract displayed anti-allergic effects
being able to inhibit IgE synthesis, oedema formation, eosinophil influx, cysLTs
production and lipid body biogenesis within infiltrating eosinophils (Bezerra-Santos et al.,
2006). These studies also showed that warifteine, the most abundant alkaloid isolated
from C. sympodialis extract (Melo et al., 2003), is capable of mimicking C. sympodialis
extract anti-allergic effects(Bezerra-Santos et al., 2006).

PGD, is a major metabolite from arachidonic acid metabolism, produced during
allergic response by activated mast cells (Murray et al., 1986). Of note, both C.
sympodialis extract and warifteine were able to reduce mast cell degranulation (Costa et
al., 2008). Allergic parameters including eosinophil influx, cysLTs production and lipid
body biogenesis within infiltrating eosinophils are mediated by mast cell-derived PGD,
produced during allergic response (Mesquita-Santos et al., 2006). While allergen-

induced eosinophil influx is mediated by PGD, receptor DP2, and lipid body biogenesis
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via DP1, allergen-induced production of cysLTs is controlled by cooperation between
both PGD, receptors. Here, we have hypothesized PGD, as the molecular target of C.
sympodialis and warifteine anti-allergic effect and investigated inhibition of PGD;

synthesis and/or PGD; receptor antagonism as potential mechanisms of action.
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METHODS:

Preparation of C. sympodialis extract and watrifteine purification:

Leaves from C. sympodialis were obtained from the Botanical Garden of the Laboratorio
de Tecnologia Farmacéutica/ Universidade Federal da Paraiba (voucher specimen Agra
1456). The aqueous extract of C. sympodialis was submitted to procedures aimed to
isolate warifteine, using column and thin layer chromatography as described at Bezerra-

Santos et al., 2006.

Animals:

Swiss male mice (weight 20-25g) were obtained from Oswaldo Cruz Foundation and
maintained with food and water ad libitum in a room (with temperature ranging from 22
to 24°C and a 12 h light/dark cycle) in the Department of Physiology and Pharmacology.

The protocols were approved by the Oswaldo Cruz Animal Welfare Committee.

Pleurisy model in actively sensitized mice:

Each mice was actively sensitized by a subcutaneous (s.c.) injection of a mixture
containing 50 ug of ovalbumin (OVA) and 5 mg of Al(OH); in sterile saline (final volume:
0,2mL). In allergic pleurisy model, allergic challenge was performed 14 days after
sensitization through by an intrathoracic (i.t.) injection of OVA (12 ug/cavity) dissolved in
sterile saline. In prostaglandin D, (PGD,) pleurisy model, stimuli was performed 14 days
after sensitization through by an intrathoracic (i.t.) injection of PGD; (25 pmol/cavity). In
both model, a control group was stimulated (i.t.) with sterile saline. All i.t. injections were
preformed in a final volume of 0,1 ml. Mice were killed under an excess of CO;

atmosphere 24 hours after challenge/stimuli. Pleural cavities were then rinsed with 1 mL
63



of PBS to evaluation of pleural eosinophilia, lipid bodies within recruited eosinophils and

cysteinyl leukotrienes (cysLTs) levels quantification.

Asthma model in actively sensitized mice:

Asthma symptoms in response to OVA was generated in mice as described (Lloyd et al.,
2001). Briefly, mice were sensitized with intraperitoneal injection of OVA (10 ug/mouse)
and AI(OH)z (10 mg/ml) in 0.9% NaCl solution (0.2 ml final solution/animal) on days 1
and 10. From day 19 to day 24 after sensitization, mice were challenged daily for 20 min
with OVA (5 %) in phosphate buffered saline (PBS) by aerosol. Aerosolized PBS was
administered to sensitized mice as a negative control. These procedures were
performed in a 30 x 20 x 10 cm acrylic chamber and the aerosol was generated with an

ultrasonic nebulizer.

Bronchoalveolar lavage (BAL):

Animals were euthanized by CO, and the trachea was surgically exposed and
cannulated, 24 h after allergic challenge. The bronchoalveolar lavage (BAL) was
collected from the mice by washing the lungs with 1 ml PBS. Samples of BAL were
centrifuged at 500 g for 8 min at 4°C to supernatants separation for further PGD,

quantification.

In vitro stimulation of human granulocytes:
Fresh human blood was obtained by venipuncture from healthy adult volunteers and
collected into syringes with acidified citrate. After addition of 6% Hetastarch (Fisher

Cientific), RBC were allowed to sediment for 1 h at room temperature. The leukocyte-
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rich supernatant was overlaid onto an equal volume of Ficoll-Paque (FicoII—PaqueT'\’I Plus
- GE Health Care), and centrifuged at 400 g for 20 min. PMN (>95% pure, rest being
eosinophils) were recovered from the pellet and washed in Ca®‘/Mg?**-free HBSS
(HBSS™). Residual RBC were lysed with hypotonic saline. Cell suspension was adjusted

to 2x10° cells in medium (HBSS™) aimed to be stimulated.

In vitro bone marrow-derived mast cells (BMMC) differentiation and stimulation:

BMMC were derived in 50% WEHI-3 cell-conditioned medium as a source of IL-3, as
previously decribed (Murakami et al., 1994). After differentiation, concentration of cell
suspension (containing approximately 90% BMMC) was adjusted to 10 cells/mL in TGB
medium and exposed to IgE (1:300). BMMC concentration was adjusted to 8,5x10°
cells/well and stimulated with IgE-TNP cross-linking (TNP at 100 ng/mL) and A23187

(0,1 yM) during 30 minutes at 37T to evaluate PGD , production.

In vitro stimulation of mouse peritoneal macrophages:

Peritoneal macrophages from swiss male mice were recovered from normal mice or
from mice stimulated with thioglycolate (3%) intraperitoneal injection. After 72h, animals
were euthanized by CO, and peritoneal cavities were rinsed with RPMI (without BSF).
Cell concentration were adjusted to 2x10%/mL and stimulated with A23187 (5uM) during

15 minutes or 2 h at 37<C.

Treatments:
In in vitro experiments human granulocytes, mouse macrophages and BMMC were

incubated with warifteine (0,1; 1; 10 yg/ml) during 30 min (at 4C) before appropriate
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stimulation. In in vivo experiments, in both, allergic pleurisy or PGD,-induced pleurisy,
animals were pre-treated with C.sympodialis extracts (400mg/ml) or warifteine
(50ug/animal) by a single oral administration — or with H-PGDS inhibitor, HQL-79 (1
mg/kg) through by intraperitonial injection — 1h before intrapleural stimulation. In in vivo
asthma model, mice were treated 1 h before (pre-treatment) the last aerosol ovalbumin

challenge with warifteine (50 pug/animal) by oral administration.

Evaluation of Leukocytes:

Total leukocyte counting was made in Neubauer chambers through by an optical
microscope analysis, after diluting samples of the pleural fluid in Turk Fluid (2 % acetic
acid). Differential leukocyte analysis was performed under an oil immersion objective on
cytocentrifuged cells stained with May-Grunwald-Giemsa dye. Counts were reported as

total number of cells (x 10°) per cavity.

Lipid bodies staining and enumeration:

Cells obtained from pleural fluid and in vitro assay were cytocentrifuged (450 rpm, 5 min)
onto glass slides (10° cells / slide). While still moist, cells were fixed in 3.7 %
formaldehyde (diluted in Ca**/Mg?* - free HBSS; pH 7.4), rinsed in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 7.4), stained with 1.5 % OsQO4 for 30 min, rinsed in distilled H,O, immersed in
1.0 % thiocarbohydrazide for 5 min, rinsed in 0.1 M cadodylate buffer, restained with 1.5
% 0OsO4 for 3 min, rinsed in distilled water and then dried and mounted. By optical
microscopy with an objective lens at 1000X magnification, cell morphology was

observed and lipid bodies were enumerated. Twenty-five consecutively scanned
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eosinophils were evaluated and results were expressed as the mean numbers of lipid

bodies per eosinophil.

Quantification of cysLTs, PGE, and PGD; (EIA):

After take samples for leukocytes evaluation and lipid bodies analysis (in vivo and in
vitro assay), samples were centrifuged (1500rpm / 10 min) and supernatants were
collected. Levels of cisLTs (LTC4, LTD4 and LTE,4), PGE,; and PGD, produced were

measured according to manufacturer's instructions by EIA kits (Cayman Chemical).

Statistical analysis:

Data were analyzed by ANOVA followed by Newman Keuls t test using GraphPad Prism
statistical analysis and graphing software (GraphPad, San Diego, CA). Values given are
means = SEM from at least six animals in each group. A value of p < 0.05 was

considered significant.
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RESULTS:

C. sympodialis and warifteine inhibit PGD»-induced eosinophilic inflammation

Inasmuch as allergen-induced eosinophil migration and activation, which are
mediated by endogenous PGD, produced in response to allergic challenge (Mesquita-
Santos et al., 2006), are events inhibited by C. sympodialis extract and its isolated
alkaloid warifteine (Bezerra-Santos et al., 2006), here we tested C. sympodialis and
warifteine directly against PGD itself. To this end, we initially employed a PGD»-induced
inflammatory model of eosinophilic reaction triggered by intrapleural challenge with
PGD, (35 pmol/cavity) in actively sensitized mice. As shown in Figure 1, oral pre-
treatment with C. sympodialis (400 mg/kg) performed 1 h before PGD, administration
was effective against PGD2-induced eosinophilic inflammation by inhibiting eosinophil
accumulation, lipid body biogenesis within recruited eosinophils and cysLT production.
Similarly, the pre-treatment with the C. sympodialis-derived alkaloid warifteine (0.5 - 50
ug/animal) was also able to inhibit in a dose-dependent fashion PGD,-induced
eosinophil migration and activation, since attenuated pleural eosinophilia, eosinophil
lipid body biogenesis and cysLTs production (Figure 2). These results suggested that
the mechanism of action to C. sympodialisAvarifteine may involve inhibition of PGD,

agonistic activity during eosinophilic inflammation.

Warifteine mechanism of action does not involve antagonism of PGD, receptor DP1

To test the hypothesis that warifteine functions as a PGD, receptor antagonist,
we have moved to in vitro assays with human eosinophils directly stimulated by either
PGD, itself or by the selective DP1 agonist BW245c. As shown in Figure 3, pre-

incubation of human eosinophils with warifteine failed to affect induction of lipid body
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biogenesis triggered by either PGD, (Figure 3A) or BW245c (Figure 3B), indicating that
a mechanism distinct from antagonism of PGD; receptor is responsible by anti-allergic

effects of warifteine.

PGD,-induced eosinophilic inflammation in vivo depends on mediation by an

endogenous PGD,

Similar to C. sympodialis and warifteine, the pre-treatment with HQL-79 — an
inhibitor of PGD, synthesis — was also able to inhibit in vivo the parameters of
eosinophilic inflammation — eosinophil influx, lipid body biogenesis and cysLT secretion
— triggered by PGD, administration in actively sensitized animals. These findings
indicate that an endogenous PGD; produced in response to PGD, administration
mediates PGD,-induced eosinophilic inflammation. Therefore, we can speculate that
instead of receptor antagonistic activity, C. sympodialis and its alkaloid warifteine may

be functioning by a putative inhibitory effect on PGD; synthesis (Table 1).

In _vivo C. sympodialis and warifteine inhibits allergen-induced PGD,_production in

mouse models of allergic inflammation.

To test the hypothesis that C. sympodialis and warifteine mechanims of action
depend on inhibition of PGD, synthesis, the allergic pleurisy and asthma model of
pulmonary inflammation were employed. First, we confirmed Bezerra-Santos and
coworkers (2006) findings that pre-treatments with C. sympodialis and warifteine are
capable to inhibit allergen-induced local eosinophilia, lipid body formation within
infiltrating eosinophils and cysLTs production (data not shown). In parallel, as shown in

Figure 4, C.sympodialis and warifteine also blocked PGD, production triggered by
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allergen challenge, since the PGD, levels found either in pleural fluid or BAL of C.
sympodialis- or warifteine-treated allergen-challenged sensitized animals returned to

basal levels in both models of allergic inflammation.

Warifteine directly inhibits PGD, synthesis by activated mast cells

To attest warifteine ability to directly inhibit PGD, synthesis, we studied whether
warifteine could affect mast cell ability of synthesizing PGD,, triggered in vitro by antigen
challenge. As shown in Figure 5A, pre-treatment of bone marrow-derived mast cells with
two concentration of warifteine (1 and 10 ug/mL) significantly reduced PGD, amounts
found in the cell free supernatants of antigen-challenged IgE-sensitized mast cells.
Based on these findings and on PGD, well-known mediation of allergic inflammation, we

identified inhibition of PGD, synthesis as the warifteine mechanism of action.

cPLA, and COX are not the molecular targets of warifteine capability of inhibiting PGD,

synthesis
Even though our previous data unveiled PGD,-synthesizing process as the target

event of warifteine anti-allergic effect, the specific molecule of PGD, synthesis cascade
affected by warifteine still needs characterization. PGD, synthesis, like the synthesis of
any other eicosanoid, is a multi-step enzymatic event which comprises several potential
molecular targets, including for instance cPLA; — a key enzyme of eicosanoid synthesis
responsible for mobilizing arachidonic acid from membrane phospholipids. In attempt to
find such specific target, we have initially hypothesized cPLA; as a molecular candidate
and analyzed the effect of warifteine on LTC4 synthesis by mast cells. Experimental
rational was based on the fact that PGD, and LTC,4 synthesizing cascades only share
the cPLA,-mediated step. As shown in Figure 5B, warifteine failed to affect LTC4
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synthesis, while inhibited PGD, synthesis (Figure 5A), triggered by antigen-challenge in
IgE-sensitized bone marrow-derived mast cells, indicating that cPLA, does not represent
the enzyme of PGD; synthesis targeted by warifteine.

Following release from membrane phospholipids by cPLA,, AA may be catalyzed
by cyclooxygenase (COX) enzymes to form prostanoids, like PGD, and PGE,. After
discarding cPLA;, we focused on COX as another potential warifteine molecular target
by evaluating warifteine effect on PGE;, production by macrophages. To this end,
peritoneal macrophages recovered from normal (Figure 6A) or thioglycolate-injected
mice (Figure 6B) were pre-treated with warifteine in vitro for 30 min and then stimulated
with A23187 (5 mM) for 15 min to induction of PGE, production. Both concentrations of
warifiteine used (1 and 10 ug/mL), which are capable of inhibiting PGD2 synthesis by
mast cells, did not modify PGE, synthesis by A23187-stimulated macrophages,
indicating that inhibition of COX-regulated enzymatic step of PGD, synthesis also does

not correspond to warifteine mechanism of anti-allergic effect.
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DISCUSSION:

Modulation of eosinophil migration and activation during allergic inflammatory
diseases represent an interesting mechanism to the development of new therapeutical
strategies. Indeed, it was demonstrated remission of the allergy-related symptomatology
by resolving tecidual eosinophilia (Gleich et al., 1993; Weller et al., 1997; Rothenberg,
1998). Our previous observations showing that pre-treatments with either C. sympodialis
or warifteine reduce tissue eosinophilia and eosinophil activation, characterized by
increased lipid body biogenesis and LTC4 synthesis (Bezerra-Santos et al., 2006),
identified these phyto-treatments as appealing therapeutic alternatives. However, the
mechanisms of action operating C. sympodialis/warifteine anti-allergic impact were still
unknown. Because PGD, is a mediator controlling the very same parameters of
allergen-triggered eosinophilic inflammation targeted by C. sympodialis and warifteine
(Mesquita-Santos et al., 2006), here we investigated modulation of PGD, as the
potential target of inhibitory effects of C. sympodialis and warifteine.

Initially, we observed that C. sympodialis pre-treatment was able to inhibit PGD,-
induced inflammatory effects, blocking eosinophil accumulation to the pleural cavity, lipid
body biogenesis within recruited eosinophils and cysLT production. As C. sympodialis
anti-inflammatory effects were attributed to its isolated alkaloid (Bezerra-Santos et al.,
2006), we pre-treated actively sensitized mice with warifteine to clarify whether it would
also interfere with PGDs-induced inflammatory response. In fact, similar to C.
sympodialis, warifterine also inhibited PGD»-induced in vivo eosinophilic migration and
activation. Based on these data, we raised a initial hypothesis that antagonism of PGD,

receptors correspond to the molecular target of warifteine anti-allergic effect.
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Our group has demonstrated that during allergic response, eosinophil activation
can be (i) modulated by treatment with natural product extracts (Vieira-de-Abreu et al.,
2005a); (ii) is a multi-mediated event controlled synergistically by at least eotaxin, MIF
and PGD, (Mesquita-Santos et al., 2006; Vieira-de-Abreu et al., 2010); and (iii) that
LTC4 synthesis by eosinophils activated with PGD, requires mandatory simultaneous
DP1/DP2 activation, while PGDy-induced eosinophil lipid body biogenesis depends
exclusively on DP1 activation (Mesquita-Santos et al., 2010). Here, warifteine fail to alter
either PGD2- or BW245c-induced lipid body biogenesis. Although, we do not performed
any experiments to prove that warifteine pre-treatment do not interfere on PGD, and
DP2 receptor interaction, like by performing chemotaxis or shape-change assays
(known DP2-mediated phenomena) (Gervais et al., 2001; Monneret et al., 2001; Schratl
et al., 2007), we have excluded our initial idea that warifteine would act on PGD,
interaction with its receptors. While, we do recognize that the role of DP2 receptor in
these events needs to be elucidated, our data on inhibition of PGD, synthesis redirected
our working hypothesis.

Our findings obtained from assays employing an inhibitor of PGD, synthesis
(HQL-79) on murine model of PGD,-induced eosinophilic inflammation, brought out an
alternative explanation to C. sympodialis and warifteine ability to inhibit in vivo PGD,-
driven eosinophil migration and activation; these treatments could be inhibiting the
production of endogenous PGD, synthesized in response to stimulation with PGD,.

In both clinical and experimental animal models, PGD, is released in large
amounts during asthmatic inflammatory response, and it has been proposed as a
marker of mast cell activation in asthma (Pettipher, 2008). These cells can produce

PGD, as the major cyclooxygenase metabolite of arachidonic acid in response to
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antigen challenge (Murray et al., 1986; Holgate, 1998). Relevant to our study, it has
been demonstrated that mast cells are sensitive to C. sympodialis treatment (Costa et
al., 2008). To test whether anti-inflammatory effects of C. sympodialis and warifteine
depend on inhibition of PGD, production, we have directly evaluated PGD, production in
vivo using two murine models of allergy, and in vitro analyzing antigen-challenged mast
cells. As hypothesized, C. sympodialis and warifteine were able to reduce the amounts
of newly formed PGD, recovered from both sites of allergic inflammation and mast cell
supernatants. But which enzymatic step of PGD, synthesis was the definitive target of
warifteine inhibitory effect?

Upon cell activation, to initiate eicosanoid synthesis sterified arachidonic acid
must be rapidly mobilized from phospholipid stores through a requisite event performed
mainly by cPLA,-o. (Diaz et al., 2003). Oxidative metabolism of free arachidonic acid
mediated by either COX or a family of lipoxygenase (LO) enzymes culminate with the
generation of a variety of eicosanoids according to cell type and stimulus. Both COX
enzymes, nominally the constitutive COX-1 and the inducible COX-2, catalyze the same
two reactions: a cyclooxygenase reaction that inserts two molecules of oxygen into
substrate to form PGG; and a subsequent endoperoxidase reaction that reduces PGG;
to its 15-hydroxy analogue, PGH, (Smith et al., 1991). The specific COX pathway-
derived eicosanoids synthesized from PGH; include a series of prostanoids that are
defined by the terminal enzymes differentially expressed by different cell types. For
instance, mast cells generate large amounts of PGD, (but not PGE;) due to selective
expression of haematopoietic-PGD, synthase (H-PGDS), while within macrophages
PGH, is isomerized to PGE; by different PGES enzymes that each preferentially couple

with COX-1 or the inducible COX-2 to generate PGE, under a range of inflammatory
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conditions (Simmons et al., 2004; Kudo et al., 2005). Taking advantage of this sequence
of enzymatic steps of eicosanoid synthesis, we have searched for the specific molecule
targeted by warifteine by studying the effect of warifteine treatment on production of
other eicosanoids. First, since warifteine failed to interfere with mast cell LTC4
production triggered by IgE cross-linking, cPLA, was discarded as target of warifteine
mechanism of action. Second, exclusion of cPLA; as molecular target was corroborated
by the lack of inhibitory effect of warifteine on A23187-induced PGE; production by
mouse peritoneal macrophages. Of note, other bisbenzilquinoline compounds,
tetrandrine and berbamine, distinct from warifteine, are also capable of inhibiting
leukocyte activation in vitro, reducing A23187-induced production of cysLTs and PGE,
(Teh et al., 1990) by a mechanism dependent on PLA; inhibition. Finally, such lack of
effect on PGE; synthesis also excluded potential involvement of COX enzymes, mainly
COX-1 since the expression of COX-2 under these stimulatory conditions was not
confirmed by us.

Our study unveiled the mechanism of action of the orally active anti-allergic
treatment with C. sympodialis and its active alkaloid warifteine. Specifically based on our
observations, inhibitory effects of warifteine upon synthesis of PGD, — a key mediator of
allergic inflammation that regulates eosinophil-driven LTC,4 synthesis — indicates
warifteine as a promising therapeutic alternative. While characterization of specific
molecular target of warifteine is still pending and will be further investigated in future
studies, H-PGDS emerges as a likely candidate that would also favor selectivity to the

drug mechanism of action.
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TABLE 1: HQL-79-driven inhibitory effect reveals that an endogenous PGD, mediates
eosinophil influx, lipid body biogenesis within recruited eosinophils and cysLTs synthesis
triggered by PGD, administration in actively sensitized mice.

Stimuli Treatment Eosinophils Lipid Bodies cysLTs
(X1o6 / cavity) (number / eosinophil) (ng / cavity)
Saline 0,01+0,01 4,69+0,41 160 £+ 50
PGD, 0,32 +0,07" 16,4 +0,87" 800 + 100"
+ HQL-79 0,05 + 0,04* 6,38 £ 0,46* 400 + 90*

*p<0,001 compared with saline group; ~ p<0,001 compared with PGD,-stimulated animals.

Intraperitoneal pretreatment with HQL-79 (1mg/Kg) was performed 1 h before PGD; (35

pmol/cavity) administration in actively sensitized mice. After 24 h, pleural eosinophilia,

eosinophil lipid bodies and pleural cysLTs levels were evaluated. Results were

expressed as the mean +1 SEM from at least six animals. * Significantly different from

saline-challenged group (p < 0.05); * Significantly different from PGD,-challenged group

(p < 0.05).
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FIGURE 1: Pre-treatment with C. sympodialis extract inhibited eosinophil influx, biogenesis of
eosinophil lipid bodies and cysLT production triggered by PGD,.

Oral treatment with C.sympodialis (400 mg/Kg) was performed 1 h before PGD, (35
pmolL/cavity) administration in actively sensitized mice. After 24 h, pleural eosinophilia (A),
eosinophil lipid bodies (B) and cysLT levels (C) were evaluated. Results were expressed as the
mean + SEM from at least six animals. * Significantly different from saline-challenged group (p <

0.05); * Significantly different from PGD,-challenged group (p <0.05).
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FIGURE 2: Pre-treatment with warifteine inhibited eosinophil influx, biogenesis of eosinophil
lipid bodies and LTC4 production triggered by PGD;.

Oral treatment with warifetine (0.5, 5 or 50 pg/animal) was performed 1 h before PGD, (35
pmoL/cavity) administration in actively sensitized mice. Twenty four hour after challenge,
pleural eosinophilia (A), eosinophil lipid bodies (B) and cysLT levels (C) were evaluated. Results
were expressed as the mean + SEM from at least six animals. * Significantly different from
saline-challenged group (p < 0.05); * Significantly different from PGD,-challenged group (p <
0.05).
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FIGURE 3: Warifteine displayed no direct inhibitory effect on eosinophil activation triggered by
in vitro stimulation with PGD; or its DP1 receptor agonist BW245c.

Human granulocytes were pre-treated (30 min) with different concentrations of warifteine (0.1 -
10 pg/mL) and then stimulated in vitro with PGD, (25nM) (A) or BW245¢ (25nM) (B). Lipid
body enumeration within eosinophils was analyzed 1 h after stimulation. Results were expressed
as the mean = SEM from three independent experiments. = Significantly different from non-

stimulated cells (p <0.05).
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FIGURE 4: Pre-treatments with C. sympodialis or warifteine inhibits allergen-induced PGD,

production in pleurisy and pulmonary models of allergic inflammation.

Oral pre-treatments with C. sympodialis (400 mg/Kg) or warifteine (50 pg/animal) were
performed 1 h before allergic intrapleural challenge (A) or the last aerosol ovalbumin challenge
(B) in actively sensitized mice. PGD; levels were evaluated in pleural fluid (A) or BAL (B) 24 h

after last allergic challenge. Results were expressed as the mean = SEM from at least six animals.

" Significantly different from saline-challenged group (p < 0.05); * Significantly different from

PGD,-challenged group (p <0.05).
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FIGURE 5: Warifteine pre-treatment reduced production of PGD,, but not LTC,, triggered in
vitro by antigen-challenge within IgE-sensitized bone marrow-derived mast cells.
In vitro pre-treatment with warifteine (1 or 10 pg/mL) was performed 30 min before antigen

challenge in IgE-sensitized bone marrow-derived mast cells (BMMC; 8,5 x 10° cells/well). Thirty
minutes after challenge, PGD, and LTC, levels were evaluated in cell free supernatants. Results

show a representative assay (n = 2).
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FIGURE 6: Warifteine did not modify PGE; production by macrophages activated with A23187.
Mouse peritoneal macrophages (2 x 10%mL) recovered from normal (A) or thioglycolate-
stimulated mice (B) were stimulated with A23187 (5 uM) for 15 min. Pre-treatment with
warifteine (1 or 10 ug/mL) were performed for 30 min before stimulation. Results were
expressed as the mean + SEM from three independent experiments. ~ Significantly different from

non-stimulated cells (p <0.05).
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5) DISCUSSAO:

Anteriormente ao desenvolvimento desse trabalho demonstramos que a PGD;, foi
capaz de ativar os eosindfilos induzindo a biogénese de corpusculos lipidicos e sintese
de LTC,4 tanto in vitro, quanto in vivo. Foi observado também que o sitio de sintese do
LTC4s produzido durante a resposta inflamatéria desenvolvida in vivo foram os
corpusculos lipidicos recém-formados nos eosindfilos infiltrantes (Mesquita-Santos et
al., 2006). Dessa forma, os resultados dessa tese visam a identificagdo dos
mecanismos envolvidos na sintese de LTC4 por eosindfilos, promovida pela ativagao
simultanea dos receptores da PGD, — os receptores DP1 e DP2 — tanto in vitro quanto
in vivo.

Com o objetivo de conseguir essa caracterizacdo, € importante ressaltar os
papéis de alguns estimulos com capacidade quimioatraente para eosindfilos, visto que
controlam o primming dessas células para a sintese de LTC4  além de promoverem o
recrutamento das mesmas para o sitio de inflamagao alérgica. Esses estimulos
quimiotaticos ao atuarem via seus receptores especificos — presentes na superficie
eosinofilica — sédo capazes de iniciar uma cascata de sinalizag&o intracelular, levando a
um aumento na sintese desse eicosandide.

Em eosinofilos, estimulos eosinofilotaticos classicos da resposta alérgica — como
PAF e eotaxina — sao capazes de promover uma série de alteracdes morfo-funcionais
relacionadas com o processo inflamatério. Por exemplo, foi demonstrado que o PAF ao
promover a ativagao do seu receptor de membrana — que € um GPCR associado a uma
proteina Goi — é capaz de ativar essas células promovendo a formacao de superdxido
(Zoratti et al., 1991), ativagéo de proteinas quinases (Chao et al., 1993), a degranulagéo
(Kroegel et al., 1989), além de induzir a quimiotaxia dessas células (Wardlaw et al.,
1986). Em consonancia com as atividades quimiotaticas, foi observado que a
estimulagdo desse receptor foi capaz de promover a ativagdo de uma cascata de
sinalizagéo intracelular — dependente da ativacdo de PKC e fosfolipase C (PLC) —
culminando com a sintese de LTC,4 (Bozza et al., 1997; Bozza et al., 1998).

As quimiocinas eotaxina (CCL11) e RANTES (CCL5) — correspondem a
mediadores inflamatérios produzidos em grandes quantidades durante a resposta

alérgica e — atuando através da ativacao do receptor quimiotatico CCR3 — sao capazes
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de promover o aumento nos niveis intracelulares de calcio, o rearranjo do citoesqueleto,
além de induzirem a quimiotaxia dos eosinéfilos (Rothenberg et al., 1999). Além desses
fendmenos observados, a estimulacdo do receptor CCR3 esta relacionada com a
ativagdo de uma cascata de sinalizag&o intracelular, que também promove a sintese de
LTC4, de maneira dependente da ativagcado de proteina Goi e da ativagdo de MAPK e
PI3K, mas ndo PKC e PLC (Bandeira-Melo et al., 2001b). Embora a ativacdo dos
receptores CCR3 e PAFR promovam a ativacdo de cascatas de sinalizagédo
intracelulares diversas, essas vias compartilham a regulagdo das atividades celulares,
através da promocéo da ativacao de proteina Gai e influxo de célcio, culminando com a
ativacdo/migracao celular, assim como com a sintese de LTC,.

Um outro fator quimiotatico que também se mostrou capaz de promover a
ativacdo dos eosindfilos induzindo a sintese de LTC4 foi a interleucina(lL)-16. Essa
citocina, com propriedades quimioatraentes para os eosinéfilos (Rand et al., 1991;
Cruikshank et al., 2000), foi capaz de ativar eosinéfilos humanos (via CD4) promovendo
a sintese de LTC4, num fendmeno dependente de ativacdo de CCRS3, pois foi
observado que houve producdo de eotaxina e RANTES, resultando em uma ativagao
autocrinal/paracrina dessas células (Bandeira-Melo et al., 2002b).

Mais recentemente, foi demonstrado também que a PGD, e o MIF, mediadores
inflamatérios produzidos durante a resposta alérgica, além das suas propriedades
eosinofilotaticas (Nagata et al., 1999a; Monneret et al., 2001; Mizue et al., 2005;
Kobayashi et al., 2006; Magalhaes et al., 2007), foram capazes de ativar eosinofilos
induzindo a sintese de LTC,4. Foi observado que, durante a resposta alérgica, tanto o
MIF quanto a PGD, sinergizam com a eotaxina, promovendo a ativagao dos eosinofilos
(Mesquita-Santos et al., 2006; Vieira-de-Abreu et al., 2010). Essas observacoes
demonstram a participacdo de mediadores quimiotaticos promovendo, ndo somente o
recrutamento dessas células para o sitio inflamatério, como também a ativagdo das
células recrutadas, sendo assim um ponto importante no desenvolvimento da resposta
alérgica. Isso ocorreria através da ativagdo de seus receptores especificos ou através
da produgdo de outros mediadores (permitindo uma interagdo sinérgica ou
complementar) possibilitando assim a ativacao completa dessas células,

Assim sendo, no inicio desse trabalho, hipotetizamos que a PGD, estaria

promovendo esse fendbmeno através da ativacao do receptor DP2. Vale ressaltar, que
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assim como os outros receptores quimiotaticos, a ativacdo desse receptor esta
envolvida com uma gama de outros fendbmenos, como a polimerizagdo de filamentos de
actina e 0 aumento na expressao de moléculas de adeséo, que sdo dependentes da
ativacédo de proteina Gai e influxo de calcio, além do préprio fendbmeno de quimiotaxia
(Monneret et al., 2001; Sawyer et al., 2002).

No entanto, ao contrario do observado com o PAF e com eotaxina, a ativagao
especifica do receptor DP2 n&o foi capaz de promover a ativagao eosinofilica induzindo
a sintese de LTC4. Embora tenhamos observado que a utilizacdo do agonista seletivo
do receptor DP2, num modelo in vivo de pleurisia murina, tenha promovido o
recrutamento de eosinofilos para a cavidade pleural, observamos também que os
eosindfilos infiltrantes ndo eram competentes para produzir as mesmas quantidades de
LTC,4 observadas quando na estimulagdo somente com PGD,. Essa observacdes foram
corroboradas in vitro, onde eosinofilos humanos estimulados somente com o agonista
DP2, também ndo foram capazes de sintetizar LTC,4. Esses resultados acabaram por
contrariar as expectivas em torno da ativacdo desse receptor, pois comparado aos
demais receptores quimiotaticos, esse receptor poderia ser o principal responsavel pela
producdo de LTC,4 nesta situagdo de ativacao eosinofilica. No entanto, a utilizacdo do
antagonista seletivo desse receptor, antes da estimulacdo dos eosinofilos in vitro ou
antes da estimulacao in vivo com PGD, nos revelou que, a inibicao seletiva da ativagao
desse receptor € requisito indispensavel a sintese aumentada de LTC,4 por eosindfilos
ativados por PGD».

Esses resultados corroboram as observacdes do envolvimento dos receptores
quimiotaticos com a sintese de LTC4. Embora nesse caso provavelmente, a ativagao
somente desse receptor ndo seja suficiente para promover a sintese de LTC4, mesmo
que a ocorréncia dessa ativacao promova o desenvolvimento de eventos quimiotaticos
(Nagata et al., 1999a).

Dessa forma, nos questionamos, qual seria o0 mecanismo envolvido no processo
de ativacao eosinofilica, que culminaria com a sintese de LTC4 ou 0 que poderia estar
faltando — nesse processo de ativacao eosinofilica induzida pela ativacéo seletiva do
receptor DP2 — para que a sintese de LTC, pelos eosindfilos ndo estivesse ocorrendo.
Vale ressaltar que o complexo processo de sintese de LTC,4 envolve multiplas etapas e

uma delas € a biogénese de corpusculos lipidicos. Assim sendo, também foi levantado
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0 questionamento sobre a correlagdo entre a ativacdo de DP2 e o processo de
biogénese de corpusculos lipidicos.

A associagao entre a ativagcdo de um receptor quimiotatico, levando a biogénese
de corpusculos lipidicos e a consequente sintese de eicosandides também ja se
mostrou importante em eosinoéfilos — estimulados com RANTES ou eotaxina (Bandeira-
Melo et al., 2001b) — ou neutrofilos estimulados com PAF, por exemplo (Bozza et al.,
1996a).

No entanto, nossos dados mostraram que somente a ativagdo do receptor DP2
também n&o foi capaz de promover a biogénese de corpusculos lipidicos em
eosindfilos. Esse fenbmeno mostrou-se independente da proteina Gai e do influxo de
calcio, pois este fendbmeno nao foi inibido pela utilizagcdo de PTX e BAPTA-AM, antes da
estimulagado dos eosindfilos. Além disso, a utilizagcado do antagonista DP2 — tanto in vitro
quanto in vivo — também nao inibiu esse mesmo fenémeno induzido pela PGD,.

Assim a incapacidade em induzir a biogénese de corpusculos lipidicos, somente
através da ativacéo do receptor DP2, provavelmente explique a inabilidade de promover
o aumento na sintese de LTC4 em eosindfilos, através da ativagao do receptor DP2 por
si s6. Ja é bem estabelecido, em leucécitos, que o processo biogénico de corpusculos
lipidicos se correlaciona com a sintese de eicosanoides (Bozza et al., 2009), sendo
fundamental para a sintese de LTC4 em eosindfilos (Bozza et al., 1997; Bandeira-Melo
et al., 2001b). Os corpusculos lipidicos que servem de sitio de sintese de LTC,4 séo
organelas que apresentam o maquinario enzimatico necessario a sintese desses
eicosanoides, como 5-LO (Bozza et al, 1998) e LTC, sintase (Bozza et al, 1997). Dessa
maneira, embora a ativacdo do receptor DP2 seja capaz de promover uma cascata de
sinalizagdo intracelular — induzindo o recrutamento dessas células para o sitio
inflamatdrio, entre outros fenbmenos — acreditamos que, por mais complexos que
possam ser, esses fendbmenos intracelulares ndo sejam capazes de induzir a biogénese
de corpusculos lipidicos citoplasmaticos, evento ja demonstrado ser indispensavel a
sintese de LTC,4 (Bozza et al., 2009).

Ja foi demonstrada a translocacdo da enzima 5-LO do citoplasma para o
corpusculo lipidico, em eosindfilos ativados com eotaxina (Bandeira-Melo et al., 2002a).
Além disso, ja fora proposto, um modelo de formag¢do de corpusculos lipidicos, onde

essas organelas recém-formadas, apresentam constitutivamente, algumas proteinas,
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entre elas a 5-LO, caracterizando assim esse corpusculo lipidico recém-formado, como
uma molécula competente na sintese de leucotrienos (Wan et al., 2007).

A utilizacdo de PTX e BAPTA-AM antes da estimulagdo dos eosindéfilos com
PGD3, nos confirmou que a sintese de LTC,4 observada é dependente da ativagdo do
receptor DP2. Embora a ativacdo desse receptor por si s6, ndo seja suficiente para
promover todos os eventos intracelulares associados a sintese de LTCy4, a via de
sinalizagéo intracelular ativada contribui, para que os corpusculos lipidicos formados
possam ser competentes para sintetizar LTC4 Uma hipdtese ainda néo investigada por
ndés para explicar tal fenbmeno, seria que sem a ativagcdo do receptor DP2, os
corpusculos lipidicos recém-formados ndo sejam enzimaticamente competentes para
sintetizar LTC4. Isso ocorreira porque estariam destituidos das enzimas necessarias a
esse fendbmeno ou, caso essas enzimas estejam presentes nessas organelas, poderiam
faltar os estimulos complementares necessarios a ativagdo das mesmas. Uma outra
alternativa, também ndo comprovada, € a de que a ativagdo do receptor DP2 seja
responsavel por promover a translocagcdo da enzima 5-LO do citoplasma para o
corpusculo lipidico.

Esses resultados nos sugerem que, a ativagdo dos eosindéfilos com a PGD,
induza a biogénese de uma organela funcionalmente diferenciada, daquela presente
em numero basal nessas células, visto que a estimulagdo apenas do receptor DP2 com
0 seu agonista seletivo, ndo foi capaz de induzir a sintese de LTC4, mesmo com 0s
eosinofilos ja apresentando um numero de corpusculos lipidicos basal pré-existente.
Dessa forma, especulamos que a ativagéo dos eosinéfilos pela PGD; esteja induzindo a
biogénese de um corpusculo lipidico funcionalmente diferente do corpusculo lipidico ja
existente, possibilitando assim ocorrer a sintese do LTC, nessa organela recém-
formada. Essa discrepancia entre a ativacéo do receptor DP2, comparada a ativagao de
outros receptores de estimulos quimiotaticos para eosinéfilos — com relagao a indugao
da sintese de LTC4 — estaria relacionada a uma regulagdo mais complexa, mediada
pelo sistema de receptores da PGD, expresso nessas células, do que a regulagcéo do

fendbmeno de ativagdo observado com os outros receptores.

Como ja fora mencionado anteriormente, o receptor DP2 é o receptor associado

com as agdes quimiotaticas da PGD, sobre os eosindfilos e possui sete sitios
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transmembranares sinalizando através da ativagdo de uma proteina G do tipo Gai,
sendo capaz de promover influxo de calcio (Hirai et al., 2001), assim como quimiotaxia
e degranulacédo de eosindfilos (Gervais et al., 2001). Embora esse receptor esteja
associado a proteina Gai, estudos tém demonstrado que esse mesmo receptor pode
sinalizar intracelularmente através de cascatas de sinalizagao intracelulares distintas,
pois como € um GPCR, pode formar dimeros (heterodimeros). E esse rearranjo vem
sendo proposto para explicar as mudancas na seletividade de alguns receptores
associados a proteina G de diferentes sub-familias (por exemplo, Gas, Goi e Goq)
(Terrillon et al., 2004). Também ja foi demonstrado que as subunidades By da proteina
G, ap6s se dissociarem da subunidade proteina Goi, também podem ativar PLC
(Smrcka et al., 1993). Em eosindfilos foi demonstrado que o shape change induzido por
PGD- néo foi inibido por PTX, mas sim por inibidores especificos de PLC, PIP3K e p38
MAPK, sugerindo que a cascata de sinalizacdo envolvida na ativagédo do receptor DP2
depende — além da proteina Goi — da ativacao de proteina Gog/11, propondo que esse
receptor possa estar sinalizando através dessas duas proteinas G: Gaqg e Goai (Stubbs
et al., 2002). Vale ressaltar que ja havia sido demonstrado que eosinéfilos humanos
expressam tanto a proteina Gai, quanto a proteina Gog/11 (O'Flaherty et al., 2000).

Dessa forma, ja fora proposto um modelo de auto-regulagdo da ativagao
eosinofilica pelos receptores DP, onde a ativacdo do receptor DP2 — que esta
relacionada a uma via de sinalizag&o intracelular associada a ativacao da proteina Gai
— resultaria na inativacao da producéo de AMP ciclico (AMPc) induzida pela ativagao do
receptor DP1 (Monneret et al., 2001).

No entanto, a possibilidade desse receptor estar formando heterodimeros, talvez
possa explicar a possibilidade do receptor DP2 estar sinalizando atraves de outras
proteinas G — Goq e/ou Gas, como ja fora demonstrado por Stubss e colaboradores
(2002) — ativando assim cascatas enzimaticas intracelulares distintas, das que estdo
classicamente relacionadas a ativagdo desse receptor, permitindo assim cooperar com
a sinalizagao induzida pela ativagéo do receptor DP1, resultando na sintese de LTC,.
Na realidade a sinalizacao intracelular promovida pela ativagdo do receptor DP2 em
eosindfilos ainda é controversa, necessitando ser completamente elucidada, visto que a

ativacdo desse receptor promoveu shape change de eosindfilos dependente da
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ativagdo de proteina Goq (Monneret et al., 2001; Stubss et al., 2002), enquanto que a
quimiotaxia foi dependente de Gai (Sugimoto et al., 2003).

Neste ponto vale mencionar que, além do receptor DP2, os eosindéfilos também
expressam o receptor nao-quimiotatico DP1 (Nagata et al, 2003). A andlise das
contribuicbes de cada receptor na sintese de LTC4 induzida por PGD,, nos revelou que
a PGD, foi capaz de promover uma rapida sintese de novo de corpusculos lipidicos
independente da ativagdo do receptor DP2, visto que este fenébmeno foi insensivel ao
antagonista DP2, assim como a PTX ou a quelantes de calcio. Mas foi extremamente
dependente da ativacdo do receptor DP1, visto que tanto a utilizacdo de antagonista
seletivo e inibidores de PKA — via de sinalizagéo relacionada ao receptor DP1 — foram
capazes de inibir o fenébmeno biogénico induzido por PGDs.

Durante a analise da biogénese de corpusculos lipidicos em eosindéfilos induzida
por PGD,, observamos que a utilizagdo do antagonista do receptor DP2 (antes da
estimulagdo com PGD3), assim como somente a ativagcdo do receptor DP1, embora
permita a biogénese de corpusculos lipidicos pela PGD,, n&o resulte em sintese de
LTC4. Mesmo resultado observado quando houve somente a ativagdo do receptor DP2,
sugerindo um papel complementar desses receptores no fendmeno de sintese de LTC4
pelos eosindfilos.

Ja é bem estabelecido que a ativacdo de DP1 por PGD, promove uma
sinalizagdo através da ativagdo de proteina Gas, levando ao aumento de AMPc e
também a ativacdo de PKA, correspondendo a uma cascata intracelular de transducéao
de sinal, que estd classicamente associada a inibicdo da mobilidade eosinofilica
induzida por estimulos quimioatraentes (Kaneko et al., 1995; Hirai et al., 2001;
Monneret et al., 2001). Essas observacbes sdo consistentes com a idéia de que
agentes/drogas capazes de elevar os niveis de AMPc possuem poderosa capacidade
anti-inflamatoria (Teixeira et al., 1995; Diaz et al., 1996) ou pré-resolutiva (Sousa et al.,
2009), podendo ser utilizados como tratamento para doencgas nas quais o acumulo de
eosindfilos desempenha um importante papel (Sousa et al., 2009). Varias observacoes
relacionam a existéncia de niveis intracelulares elevados de AMPc a inibigdo
eosinofilica, incluindo achados com eosindfilos de rato (Alves et al., 1996) e humanos
(Kaneko et al., 1995), que tiveram suas propriedades quimiotaticas inibidas, quando
tratados com dibutyryl-AMPc (db-AMPc) — analogo estrutural do AMPc.
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No nosso modelo de ativagdo do receptor DP1 pela PGD, — ou pelo agonista
seletivo DP1 — pode ser que esteja acontecendo uma elevacgéo nos niveis de AMPc a
uma concentragdo que nao seja capaz de promover efeitos inibitérios aos eosinofilos e,
talvez assim, possa ser explicado os efeitos estimulatérios da ativagédo dessa via de
sinalizagdo. Embora ndo tenhamos quantificado, os niveis intracelulares de AMPc nos
eosindfilos estimulados com agonista DP1 — ou com a prépria PGD, — em estudo
recente realizado por nosso grupo, foi revelado que a estimulacao direta dessas células
in vitro com db-AMPc, numa concentracéo de 10nM, é capaz de induzir a biogénese de
corpusculos lipidicos nessas células (Bakker-Abreu, dados nao-publicados — Quadro
complementar 1). Vale destacar também que a concentragdo do db-AMPc utilizada nos
nossos experimentos foi 10* vezes menor do que a concentracao que foi utilizada nos
estudos que demonstraram efeitos inibitorios do db-AMPc sobre os eosindfilos (Kaneko
et al., 1995; Alves et al., 1996).

20+
o 15
2
o]
£
8 10
1T}
N
/)]
8 s-
0 :

--- db-AMPc [10 nM]

Quadro complementar 1 — Analogo de AMPc (db-AMPc) induz a biogénese de
corpusculos lipidicos (LBs) em eosinodfilos. Avaliacdo da quantidade de corpusculos
lipidicos em eosindfilos humanos, purificados e estimulados por 1h/37°C com db-AMPc

(10 nM). Os citoesfregagos foram corados com tetréxido de dsmio (n=3, *p<0,05).

Além disso, quando ativamos diretamente a adenilato ciclase com forskolin —
classico ativador dessa enzima — em eosinéfilos humanos in vitro, observamos um

aumento na formacgao de corpusculos lipidicos (Quadro complementar 2A), assim como
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quando ativamos essas células com PGE,. Embora a PGE; ja tenha um reconhecido
papel antiinflamatério — via aumento de AMPc — sendo capaz de inibir a secrecao de
citocinas e eicosanoides por macrofagos, mastocitos e eosindfilos (Sestini et al., 1996;
Tenor et al., 1996; Aronoff et al., 2005; Feng et al., 2006), ndés observamos que a
estimulagao direta dessas células in vitro com PGEy, foi capaz de induzir aumento no
numero de corpusculos lipidicos citoplasmaticos (Quadro complementar 2B), indicando
que a ativagéo dos receptores EP2 e EP4 — sinalizando através da formagdo de AMPc

— & capaz de induzir a biogénese de corpusculos lipidicos em eosinofilos.
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Quadro complementar 2 — Aumento nos niveis de AMPc é capaz de induzir
biogénese de corpusculos lipidicos (LBs) em eosinodfilos. Eosindfilos humanos
purificados estimulados por 60 min/37°C com Forskolin (20nM) (A) ou PGE, (1nM) (B)
e corados com tetroxido de ésmio para quantificagdo de LBs. * p <0.05 com relagdo

ao controle (n=3).

Com esses dados, especulamos que num primeiro momento, a ativacdo do
receptor DP1 possa ativar adenilato ciclase, levando a produgdo de AMPc em niveis
baixos para as suas agbes antiinflamatoérias, mas capazes de promover a ativacéo
celular ou, até mesmo, ajudar nos eventos envolvidos na ativagdo eosinofilica em
conjunto com a sinalizagao induzida pelo receptor DP2. E num momento mais tardio do
processo de ativagao dessas células, os niveis de AMPc se elevariam a um patamar tal,
que resultaria na inibicdo da ativacdo dessas células, reforcando a hipotese de que
esses receptores poderiam se contra-balancear durante a ativacdo eosinofilica
(Monneret et al., 2001).
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Nos observamos que a ativacdo do receptor DP1 induz — dependente da
ativagdo de PKA — a formacdo de novos corpusculos lipidicos os quais ndo séo
capazes de sintetizar LTC4, como observado nas analises com EicosaCell. Em funcao
da ativagéo isolada de cada um dos receptores, a auséncia de eosindéfilos capazes de
sintetizar LTC4, — ou a n&o detectacdo de LTCs no sobrenadante das células
estimuladas in vitro (ou in vivo) — ja nos dava fortes indicios para permitir a especulagao
sobre um papel cooperativo entre esses dois receptores. No entanto, os estudos
desenvolvidos visando a caracterizacédo funcional de cada um desses receptores tém
demonstrado que, na ativacao eosinofilica ambos funcionam em um modelo de auto-
regulacdo, onde os fenbmenos associados a ativagdo de um receptor seria modulado
negativamente pela ativagdo do outro receptor (Monneret et al., 2001; Sawyer et al.,
2002).

No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado que esses receptores podem
trabalhar de maneira complementar no tocante a sinalizagao eosinofilica, resultando na
ativacado dessas células. Foi demonstrado que a PGD; € capaz de promover a ativagao
do eosindfilos induzindo, além da quimiotaxia e a degranulagdo dessas células —
através do receptor DP2 — um aumento na sobrevida in vitro, através do aumento nos
niveis intracelulares de AMPc — via receptor DP1 — inibindo a apoptose dessas células
(Gervais et al., 2001). Mais recentemente, fora demonstrado também que a PGD, é
capaz de promover a liberacao de eosindfilos da medula 6ssea de camundongos, num
fendbmeno que foi inibido por antagonistas de ambos os receptores DP1 e DP2 (Schratl
et al., 2007). Em concordancia com esses trabalhos, ndés observamos também que
eosinofilos humanos sdo capazes de — dentre a gama de mediadores inflamatorios pré-
formados e estocados nos seus granulos citoplasmaticos — secretar citocinas de forma
seletiva, ao terem os dois receptores ativados simultaneamente (Quadro complementar
3). Esses dados, ndo estdo relacionados diretamente com o artigo desenvolvido
visando a caracterizagao do papel dos receptores na sintese de LTC4, mas servem para
demonstrar que, durante o desenvolvimento da resposta inflamatéria, esses receptores
podem atuar de maneira complementar sob varios aspectos, contribuindo para a

ativacao eosinofilica.
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No6s observamos que dentre todas as citocinas estocadas nos granulos
citoplasmaticos eosinofilicos — detectadas nos lisados celulares (Quadro complementar
4) — a ativagdo somente do receptor DP2 foi capaz de induzir a liberagéo de IL-4 e IFNy
(Quadro complementar 3A), mas nao induziu a liberagdo de MIP-1a, MCP-1 ou G-CSF
(Quadro complementar 3B), assim como a liberagdo de IL-10, IL-2 e IL-1B (Quadro
complementar 3C), que parecem depender somente da ativacdo de DP1. No caso
especifico dessas citocinas (IL-10, IL-2 e IL-1B), os receptores parecem ter papéis
complementares, pois a ativagdo de ambos, pela PGD,, ndo foi capaz de promover a
secrecao dessas citocinas. Em contrapartida, a secrecédo de IL-6, GM-CSF e TNF-a
induzida pela PGD,, ocorre independente do receptor ativado. Embora ndo tenhamos
feito a estimulagdo desses receptores simultaneamente com os agonistas seletivos,
para esclarecer a regulacédo da secrec¢do diferencial de citocinas pelos receptores DP1

e DP2, os dados em questdo mostram que esses receptores regulam o fenébmeno de
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secrecao diferencial das citocinas eosinofilicas. Vale ressaltar que, em estudo recente,
ja fora demonstrada a capacidade de eosinofilos humanos secretarem as suas citocinas
pré-formadas e armazenadas nos seus granulos citoplasmaticos, em funcdo da sua
ativagdo com outras citocinas, reforcando o potencial papel imunomodulador dessas

células (Spencer et al., 2009).

| CITOCINA | LiSADO (ng/ml) |

IL-1B 84.4 IL-13 . 13425
IL-2 981.42 IL-17 L 349.05
IL-4 183.79 G-CSF | 20493
IL-5 | 10015 GM-CSF |  896.98
IL-6 551.56 IFN-y L 875.42
IL-7 | 37402 TNE-o L2079
IL-8 142.61 MCP-1 338.55
IL-10 205.26 MIP-1p 95.93
IL-12p70 |  614.01

Quadro complementar 4: Tabela representativa das citocinas estocadas nos granulos
o 7. o e . . . . 6 . s
citoplasmaticos eosinofilicos. Lisado celular obtido a partir da lise de 3x10” eosindfilos em

100uL de solugdo de lise com inibidores de protease. Andlise realizada através do sistema

multiplex (Experimento representativo — n=2).

Embora todos os resultados demonstrados até aqui tenham deixado claro a
participacdo dos dois receptores da PGD,, alguns estudos tém demonstrado o
envolvimento dos metabdlitos desse eicosandide no desenvolvimento da resposta
inflamatdria. Ja foi demonstrado que, num modelo ex vivo de estimulagdo de linfécitos
T, um metabdlito da PGD,, o 15d-PGJ; — que € um ligante do receptor nuclear PPARy
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) (Forman et al., 1995) — que pareceu estar
atuando via inibicdo do fator de transcricdo NFxB, promoveu a proliferacdo dessas
células, assim como a producgao de IL-2 (Trivedi et al., 2006). Ja ha algum tempo, vem
sendo discutido o papel dos metabdlitos da PGD, (15-deoxy-prostaglandinas) no
processo inflamatorio. Esses compostos sé&o produtos da degradagdo da PGD, (Sandig
et al., 2007), que podem ser formados por via enzimatica ou ndo (Quadro complementar

5).
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Quadro complementar 5 - Estrutura molecular dos produtos do

metabolismo da prostaglandina D, (modificado de Sandig et al., 2006).

Varios estudos tém abordado o papel desses metabdlitos, em tipos celulares
distintos, como linfécitos T, mondcitos/macrofagos, neutréfilos e eosindfilos (Sandig et
al., 2007). Especificamente em eosindfilos, de maneira similar a estimulagéo vista com
a PGD,, o 15d-PGJ; induziu aumento na concentragcdo de calcio, estimulou a
polimerizagéo de actina e estimulou a expressdo de CD11b em eosinéfilos humanos via
receptor DP2 (Monneret et al., 2002), assim como primou eosinéfilos humanos para
quimiotaxia induzida por eotaxina, de maneira dependente de PPARYy (Heinemann et
al., 2003; Kobayashi et al., 2006).

Dessa forma, para descartar que algum dos efeitos da PGD, pudesse estar
sendo mediado pela ligacao de algum metabdlito ao PPARY, utilizamos num modelo
murino de pleurisia induzida por PGD,, o GW9662 — antagonista do PPARY (Bendixen
et al., 2001) — como pré-tratamento antes da estimulacdo com PGD,. Observamos que
tanto a eosinofilia pleral, quanto o numero de corpusculos lipidicos, assim como o LTC4
produzido nessa resposta nao foram afetados. Esses resultados sugerem que,
aparentemente, independente da ativagcdo do receptor PPARYy, a ativagdo dos
receptores DP1 e DP2 in vivo € o mecanismo através da qual a PGD, é capaz de
promover o acumulo de eosindfilos para o sitio inflamatorio, assim como ativar essas
células induzindo a biogénese de corpusculos e a sintese de LTC4 (Quadro

complementar 5), embora reconhecemos que analisar o papel do PPARY, através da
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utilizagcdo do GW9662 antes da estimulacao dos eosinofilos com PGD; in vitro ainda se

faga necessaria.
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Quadro complementar 6: Avaliagdo do PPARY no recrutamento e na biogénese de eosinéfilos in
vivo induzido por PGD,. Camundongos swiss machos sensibilizados com inje¢do sub-cutanea de
0,2 ml de solugdo de ovalbumina (50ug/animal) e hidroxido de aluminio (5 mg/ml) em salina estéril
(0,9%), foram estimulados com administragdo (i.t.) de PGD, (25nM/100uL em salina estéril). Os
animais tratados receberam injecdo intra-peritoneal de GW9662 (1mg/kg) 30 minutos antes da
injecdo de PGD,. Celularidade analisada em citoesfregacos corados com May-Griinwald-Giemsa.
Corpusculos lipidicos quantificados em laminas coradas com tetréxido de désmio. Resultados

expressos em média = EPM de pelo menos 8 animais (n=8) (*p<0,05 em relagdo ao grupo controle).

Para o desenvolvimento da resposta inflamatéria induzida pela pleurisia induzida
por PGD,, foram utilizados camundongos sensibilizados com injecao subcutanea de
solugao de hidroxido de aluminio e OVA. Esse procedimento foi necessario pois, ja foi
demonstrado que camundongos n&o-sensibilizados, ndo respondem a estimulagao

pleural com PGD, (Mesquita-Santos et al., 2006). Especulamos que esse procedimento
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de sensibilizacdo promova, além de outros fendmenos, o aumento na expressédo de
algum (ou de ambos) os receptores da PGD; (nas células residentes) ou aumento no
numero de mastdcitos, que ja foi sugerido (Rossi et al., 2005).

Nesse trabalho, n6s demonstramos que, por conta da estimulagdo com a PGD,
a sintese compartimentalizada de LTC4 nos corpusculos lipidicos formados a partir da
ativagdo do DP1, os quais foram formados sob a regulacdo de AMPc/PKA, ha a
necessidade da estimulacao/ativacédo simultdnea do receptor DP2, visto que: (1) os
antagonistas para cada receptor foram igualmente capazes de reduzir a sintese de
LTC4 induzida por PGDy; (2) o antagonista do receptor DP1, mas ndo do receptor DP2
inibiu a biogénese de corpusculos lipidicos; (3) somente a co-estimulacdo dos
eosindfilos com ambos os agonistas dos receptores DP1 e DP2, foi capaz e de
mimetizar a sintese de LTC4 induzida por PGD,; (4) a inibicdo de PKA inibiu a
biogénese de corpusculos lipidicos induzida pela ativagdo do DP1 e a subsequente
sintese de LTC4 compartimentalizada nos corpusculos lipidicos e; (5) PTX e BAPTA-
AM, inibiram a sintese de LTC4 dependente da formacédo de corpusculos lipidicos
induzida por PGD,, mas ndo interferiram no processo biogénico dessas organelas.

Portanto, os mecanismos moleculares através dos quais a ativagcéo do receptor
DP2 converte os corpusculos lipidicos formados a partir da ativacdo do DP1 em
organelas enzimaticamente ativas capazes de efetivamente sintetizar LTC,4, depende da
ativagdo coordenada de Goi e mobilizagdo de calcio.

Apesar das evidéncias de que a migracdo eosinofilica orientada pela PGDoy,
assim como as atividades a ela relacionadas, sédo mediadas por um balan¢co das
cascatas de sinalizagao intracelular opostas dos receptores DP1 e DP2 em eosindfilos
(Monneret et al., 2001), n6s mostramos que os mecanismos intracelulares da sintese de
LTC,4 induzida por PGD, necessita de uma sinalizacdo cooperativa entre ambos os
receptores. A sintese de LTC,4 promovida pela PGD, é dependente da biogénese de
corpusculos lipidicos regulada por PKA promovida pela ativacédo do receptor DP1, em
adicdo a uma igualmente importante e concomitante ativacdo da via de sinalizagcéo
mediada por calcio intracelular/proteina Goi consequentes da ativagédo do receptor DP2,
levando assim ao corpusculo lipidico recém-formado — por conta da ativagdo de DP1 —
a sintetizar LTC,.
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Na literatura o papel desses receptores ainda &€ um tanto quanto confuso, visto
que o desenvolvimento de camundongos deficientes do receptor DP1 mostrou uma
reducéo no desenvolvimento da resposta alérgica induzida por ovalbumina (Matsuoka
et al., 2000; Kabashima et al., 2003). J& a resposta alérgica desenvolvida em
camundongos deficientes no receptor DP2, demonstrou uma eosinofiilia aumentada,
assim como uma maior capacidade de producdo de IL-3 e IL-5, indicando um papel
antiinflamatério para esse receptor (Chevalier et al., 2005). N6s também demonstramos
que durante a reacdo inflamatéria alérgica, os receptores DP1/DP2 promovem a
ativacéo eosinofilica e também regulam a producdo de cisLTs, indicando que os
antagonistas de cada um dos receptores DP1 ou DP2.

Em conjunto, os dados obtidos tém uma alta relevancia, pois ensaios clinicos
realizados com antagonista do receptor DP1 — laropiprant — revelou que em pacientes
asmaticos e alérgicos, o uso desse antagonista ndo se mostrou eficaz (Philip et al.,
2009), embora o mesmo tenha se mostrado importante na asma (Matsouka et al,,
2000), e com antagonistas do receptor DP2 (Ulven et al., 2010), sugerem que o
completo entendimento do papel de cada um desses receptores no desenvolvimento da
resposta alérgica, pode trazer grande beneficios terapéuticos para o tratamento dessas
patologias.

A utilizacdo de produtos naturais pela industria farmacéutica, cada vez mais tem
possibilitado a identificacdo de novas moléculas com agao anti-inflamatérias (Spelman
et al., 2006). Especificamente relacionado a ampla diversidade de espécies vegetais da
flora brasileira, muitas espécies vém sendo utilizadas para obtencdo de moléculas com
efeito terapéutico. Nesse contexto a Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae)
€ uma espécie que emerge com promissoras possibilidades de desenvolvimento de
medicamentos, visto que alguns trabalhos ja demonstraram o seu efeito anti-
inflamatério na terapia de reumatismos, artrites e doencas do aparelho respiratério,
como a asma (Barbosa-Filho et al., 1997; Agra et al., 2007a; Agra et al., 2007b).

Tem sido demonstrado que esse extrato possui efeitos imunomoduladores, como
a inibicdo da proliferacao de linfocitos T, além de inibir a produgédo de IFNy in vitro
(Piuvezam et al., 1999). Além disso, foi demonstrado também que esse mesmo extrato

inibiu a proliferagdo de células B e a atividade microbicida in vitro de macré6fagos
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peritoneais sobre T.cruzi, permitindo um aumento na proliferagcdo desse protozoario
(Alexandre-Moreira et al., 2003a; Alexandre-Moreira et al., 2003b).

Em relagéo aos seus efeitos antiinflamatorios capazes de modular a resposta
alérgica, ja foi demontrado que o pré-tratamento com o extrato aquoso de
C.sympodialis foi capaz de inibir a producéo de IgE, além de reduzir o edema de pata,
num modelo murino de inflamacgao alérgica. Além disso, neste mesmo trabalho o papel
imunomodulador desse extrato foi através do aumento nos niveis de citocinas Th1 in
vitro (Bezerra-Santos et al., 2004b).

Mais recentemente, foi demontrado que o pré-tratamento com C.sympodialis e
warifteina realizados 1 h antes do desafio alérgico em camundongos ativamente
sensibilizados, foi capaz de reduzir o acumulo de eosindfilos, a biogénese de
corpusculos lipidicos e a producdo de LTC, (Bezerra-Santos et al., 2006) e, como a
PGD, é um mediador inflamatério capaz de controlar esses mesmo parametros da
inflamacao alérgica eosinofilica (Mesquita-Santos et al., 2006), aqui nos investigamos a
modulagdo da PGD, como um potencial mecanismo de agao para os efeitos inibitorios
da C.sympodialis e warifteina.

Inicialmente, n6s observamos o que pré-tratamento com o extrato aquoso da
C.sympodialis foi capaz de inibir os efeitos inflamatérios induzidos por PGD,,
blogueando o acumulo de eosindfilos para a cavidade pleural, a biogénese de
corpusculos lipidicos nos poucos eosindfilos recrutados e a produgéo de cisLTs. Como
os efeitos antiinflamatérios da C.sympodialis foram atribuidos ao seu alcaldide isolado —
warifteina (Bezerra-Santos et al., 2005) — nés pre-tratamos com warifteina (dose-
resposta) camundongos ativamente sensibilizados 1 h antes da estimulagdo com PGD,,
afim de esclarecer se a warifteina também poderia estar interferindo na resposta
inflamatéria induzida por PGD,. De fato, de maneira similar a observada pela C.
sympodialis, o pre-tratamento com a warifteina também inibiu a ativacdo de eosindéfilos
in vivo. Com esses resultados, ndés elaboramos uma hipotese inicial de que o
antagonismo dos receptores da PGD, corresponderia ao alvo molecular dos efeitos
anti-alérgicos da warifteina.

Nosso grupo ja demonstrou que a ativacdo eosinofilica — recrutamento de
eosindfilos para a cavidade pleural, a biogénese de corpusculos lipidicos nessas células

recrutadas e a sintese de LTC4 — podem ser modulados por extratos de produtos
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naturais (Vieira-de-Abreu et al., 2005a). Ja demonstramos também que a sintese de
LTC4 por eosindfilos ativados com PGD, in vitro requer uma ativagdo simultanea
obrigatéria dos receptores DP1/DP2 e que a biogénese de corpusculos lipidicos
induzida por PGD,, depende exclusivamente da ativacao do receptor DP1 (Mesquita-
Santos et al., 2010). Assim, nessa parte do trabalho, nés observamos que a warifteina
nao foi capaz de inibir a biogénese de corpusculos lipidicos induzida por PGD; — ou por
BW245c in vitro. Embora, ndo tenhamos realizado nenhum experimento para
demonstrar que o pré-tratamento com a warifteina n&o interfere na interacdo do
receptor DP2 com a PGD,, como ensaio de quimiotaxia ou ensaio de shape change,
visto que sédo fendbmenos reconhecidamente mediados pela ativagdo do receptor DP2
(Monneret et al., 2001; Gervais et al., 2001; Schratl et al., 2007), nés excluimos a
possibilidade da warifteina estar exercendo seus efeitos antiinflamatorios através da
interacdo direta com os receptores da PGD,. Nés reconhecemos que o papel do
receptor DP2 neste cenario, necessita ser elucidado, mas os dados observados com
relacao a inibicao da sintese de PGD; redirecionou nossa hipotese de trabalho.

Nossos achados, obtidos com ensaios empregando um inibidor da sintese de
PGD, (HQL-79) em um modelo murino de inflamacéo eosinofilica induzida por PGD,
trouxe a tona uma alternativa, para explicar a habilidade da C. sympodialis e da
warifteina em inibir a migracdo e a ativagdo de eosindfilos induzida por PGD,. Essa
hipotese, seria através da inibicdo da produgdo de PGD,, sintetizada em resposta a
estimulagdo com PGD,.

Esse eicosandide é produzido em grandes quantidades durante a resposta
inflamatéria asmatica, sendo inclusive proposto como um marcador da ativagdo de
mastocitos na asma (Murray et al., 1986). Os mastocitos sao células que podem
produzir a PGD2 como o principal produto do metabolismo do acido araquiddnico (AA)
pela COX em resposta ao desafio antigénico (Holgate, 1998). Para testar entdo, se os
efeitos antiinflamatérios da C. sympodialis e da warifteina dependeriam da inibicdo da
producao de PGD,, n6s avaliamos os niveis de PGD; produzidos in vivo usando dois
modelos murinos de alergia, e in vitro pela analise da sintese de PGD, por mastocitos
ativados por antigeno. Como postulado, tanto a C. sympodialis quanto a warifteina
foram capazes de reduzir as quantidades da PGD, recém-formada de ambos os sitios

inflamatérios alérgicos, assim como a warifteina reduziu os niveis de PGD; no
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sobrenadante dos mastocitos estimulados com antigeno. Mas, qual o ponto exato na
cascata enzimatica da sintese de PGD, que poderia ser o alvo das atividades inibitérias
da warifteina?

Durante ativag&o celular, para iniciar a cascata de sintese de eicosanodides, o AA
esterificado deve ser rapidamente mobilizado das membranas intracelulares, através de
um evento realizado principalmente pela cPLA,-o (Diaz et al., 2003). O metabolismo
oxidativo do AA livre mediado por cada COX ou pela familia das enzimas lipoxigenases
(LO), culmina com a geragédo de uma variedade de eicosandides de acordo com o tipo
celular e com o estimulo. Ambas as enzimas COX, nominalmente a constitutiva COX-1
e a induzida COX-2, catalizam as mesmas duas reagbes: uma reacdo de
ciclooxigenase que insere duas moléculas de oxigénio no substrato AA para formar a
PGG, e uma reagdo subsequente de endoperoxidase que reduz a PGG, ao seu
analogo 15-hidroxi — a PGH, (Smith et al, 1991). A via especifica da sintese de
eicosanoides a partir da PGH, inclui uma série de prostandides que séo definidos pela
enzima terminal que é diferencialmente expressa por tipos celulares diversos. Por
exemplo, mastocitos geram grandes quantidades de PGD, — mas nao de PGE; —
devido a expresséo seletiva de PGD; sintase hematopoietica (H-PGDS) (Kanaoka et al.,
2003), enquanto que nos macréfagos PGH, € isomerizada a PGE, por diferentes
enzimas PGE sintases, que cada uma se acopla preferencialmente com COX-1 ou com
a isoforma induzida, COX-2, para gerar PGE, em condi¢cbes inflamatoérias diversas
(Simmons et al., 2004; Kudo et al., 2005).

Baseado nesta sequéncia de eventos enzimaticos existentes na cascata de
sintese de eicosanoides, nés temos procurado identificar a molécula especifica afetada
pela warifteina, através da andlise dos efeitos do pré-tratamento com a warifteina na
producdo de outros eicosandides. A warifteina €& o principal alcal6ide
bisbenzilquinolinico, obtido a partir do extrato alcodlico da C.sympodialis, juntamente
com outros alcal6ides (Porto et al., 2008) e ja foi demonstrado que outros alcalbdides
bisbenzilquinolinicos (tetrandrina e berbamina) sdo capazes de inibir a sintese de LTB4
e PGE; por neutrofilos e monécitos humanos, estimulados in vitro, aparentemente
através da inibicdo de cPLA; (Teh et al., 1990).

Como a warifteina nao interferiu na produgéo de LTC,4 promovida pela ativagcéo

com complexo IgE-antigeno, nés descartamos a enzima cPLA; como eventual alvo do

104



mecanismo de acéo inibitério da warifteina e, essa exclusdo foi corroborada, com a
auséncia de efeito inibitério da warifteina na produgdo de PGE; por macrofagos
peritoneais murinos in vitro induzida por A23187. Esse ultimo resultado foi importante
para descartar também um potencial envolvimento da COX, pricipalmente COX-1 (visto
que a expressdo de COX-2, sob essas condi¢des estimulatérias néo foi detectada).
Nosso estudo desvendou o mecanismo de acdo de um tratamento ativo
oralmente com C. sympodialis e seu composto ativo, a warifteina. Por inibir
especificamente a sintese de PGD, — um mediador chave na inflamacéo alérgica que
regula a ativacado eosinofilica e também a sintese de LTC4 nos sitios inflamatorios
alérgicos — a warifteina emerge como uma alternativa terapéutica promissora. Enquanto
a caracterizagédo do alvo molecular especifico da warifteina esta ainda necessitando ser
completamente elucidado — e sera futuramente investigado — H-PGDS aparece como

um candidato provavel para ser o alvo do mecanismo de ag¢ao dessa droga.
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5) CONCLUSOES:

v A sintese de LTC4 por eosindfilos induzida por PGD, é dependente da ativagao
conjunta de ambos os receptores de PGD,: DP1 e DP2.

v Os corpusculos lipidicos recém-formados nos eosinéfilos estimulados com PGD,
servem como sitio de sintese de LTC4 e 0 evento de biogénese dessas organelas é
controlado pela ativagdo do receptor DP1, num fendbmeno dependente da ativagéo de
PKA;

V A ativagéo do receptor DP2 é condigdo sine qua non a sintese de LTC4 em eosinéfilos
induzida por PGD,, contribuindo para esse fendmeno através da ativacéo de proteina
Gai e aumento nos niveis de Ca®* intracelular.

V A warifteina parece exercer seus efeitos antiinflamatérios durante o desenvolvimento
de respostas inflamatérias alérgicas, através da inibicdo da sintese de PGD,,

potencialmente através do bloqueio da agéo da enzima H-PGDS.

Sitio Inflamatédrio Alérgico

cox ‘ ik
PKI BAPTA-AM
/ kAT K

PGHZ =— 4 PGDZ Cat*2
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Warifteina

Eosindfilo

LTC,

Figura 5.1 — Esquema representativo dos eventos intracelulares ocorridos nos eosinéfilos em decorréncia da
ativagdo por PGD, produzida durante a resposta alérgica e indicagdo de possivel alvo molecular das agdes
antiinflamatérias da warifteina.
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Abstract
Recant sludies have
demonstrated an essential and non-
redundant mole for macrophage
n'mmnm inhibitory factor (MIF) in
pathoganesis. Hare wo
mm'gmummslnmudm
MiF-induced eosinophll activation. By
m:mmmmmm
inflammation, we cbsarniad that allergan
challenge-elicited eosinophdl influx. hpid
body (alsc known as Wpid droplets)
Mﬂmflﬂﬂq
synthasis are markady roducad in M

comparad to wikd-type mica. Likewise, in
wive adminstrabon of MIF  inducad
formation of now fipid bodies within
sosmnophils recruited to the milammatory
reaction site that correspondad to the
intracediutar of imcraasad
LTCs sy nihesis. MIF-mediated
aosinophil activation wera at feast n
part due 1o a direc! effect on
aosnophils, since MI- was able to alicit

lipid body assembly within  human

aosinophils in vira, a phenomenon that
was blocked by noutralization of the MiF

receptor CO74, MIF-induced eosinophil
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lipid body bioganesis. both in wive and in
vitro, was dopandant on the cooperabon
of MiF and ectaxin acting in a positive
feed-back loop, smce anfrectaxim and
induced lipid body formation is affactad
by anti-COD74 and MIF  expression
deficiancy. Therafore, allergy-elicitad
inflammatory MIF acis in concert with
eotaxin as a key actvator of ecsinophils
to form LTCy-syntheszing lipdd bodies
via cross-lalk betwoen CO74 and COR3
D o the effact of MIF on eosincphils,
strategies that inhibit MIF activity might
be of thorapeutic value in controling
alkargic inflammation.

Imtroduction

Macrophage migration lthtmr
factor (MIF) is a pleiotropic’ molecule
that acts as a critical mediatcr of both
innate and acquirad immune responses
(1. 2. Becently, a role for MHF in
palboganasis af- Th2-driven
inflammatory reactions was roporied. A
ceniral, non-redundant function of MIF
in asthma pathoganesis was estabishoad
using Th2-driven amma models of
allargic pulmonary inflammation whese
endogencus MIF was found 1o reguiate
branchsal hyper-responsiveness, MUCUs
sacretion and eosinophiic infiommabion
(3-5). Supporting such role n pulmonary
inflammation, asthmatic patients were
found to have increased concenirabons
of MIF in the bronchoalveclar lavage
fluids, sputum and sera (6. 7). Similarly,
amhfurHFmaﬂudnmﬁnﬂinm
Thz response induced by parasilic
infactions. such as heiminthic infections
by Taenia crassiceps Schistosoma
jsponicum and Schistosoma manson
(8101

Sven though siudies concur that
MIF participates in the pathogenesis of

Tha-driven diseases, such as asthma
and parasitic infastations, the MIF-
targeted mechkanisms imvolhed iR

regulation of Th2 pathologies are still
mcompletely understood.  Akhough
polarization towards a Th2 responsa
was initially postulated as the targeted
pathway, thera is no consansus in the
Woratere on this topic (3-5. 101 In
regards 1o the develcpment of Tha-
driven disturbances we hypotheszed
that MIF acts as a modudator of
epsinophil actvation. ndead. MiF has
nn‘mﬂ;ﬂdaﬂ.amhﬂx nflammatary
1 capable of mm
nmnm:l'li dificrantiation
chemotaxis, as well as LTCs
memssmn
recrusment
mmmmumuﬂm
inflammation has the polential o
genorate and ralease dverse lipid and

protein madiators cntical o e
development and jon of the
allergic. process  (11-13).  Indead,

s represent 3@ major source of
LTC, and itz exiraceliular demvatives
(LTDy and LTE.) products of the 5
Wpoxygenase (5-LO) pathway of
agrachidonic acid matabolism in allergic
disoases (14-16).

Central ¢ the pachogenesis o
alergic diseases, thesg cysieinyl
loukotrianas icysLTsl cause
bronchoconstriction, mucous  hypor-
secrefion, increased  miCrovascular
parmaability, bronchial hyper-
andaiway . remodeing  (17.19)
17-19L

machanisms of allergen-induced LTS,
synthesis, such as s specialeed
the relevant ondogenous  allergy-
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nggered stimui, BN
uncharacterized.

Tha formabion of LTG, reguires
the funciional intaraction of at least four
proteins acting in cascade. cyloplasmic
phospholipase A cPLA) 510
activating protein (FLAP), 510 and
LTC. synthase (20, 21). Swudies from

Mﬂmmﬂmmm
parimertalization

nuclear mombrana (24), phagosomes
i25) andior lipid bodies (26).

Lipid bodies, also known as lipid
droplets or adiposomas, ane Cyioplasmic
lipid domains surrounded by a
phospholipid monciayar with a unigue
fafly acid composition characterized by
a neutral lipid rich core and variable
protoin  composition (27, 28}.
mﬂmmmﬂi:m:itﬁ:lfpmgm
content im differant cell pes has
suggestad that lipld bodies ame
helerogenaous, dynamic and mull-

functional arganedies. Protaing
comparmmentaized within lipid bodies
include enzymes involved in  lipid
metabolism. cyloxines, protains of the
Rab family, specific kinasas and small
GTPases, thus positioning lipid bodies
@s polential rogulaiors  of  lipid
meiabohism

comparmentzlized alongside
argchidonic acid (AA} within lipid bodies
(26, 30, 31), an addional lipid body

confirmed by the drect dstection of
synthasized LTC, in =sosinophil
bipid s (32, 33).

Lpid body bicgonasis s a
biclogical process thal has been
intansively studied over the past fow
years. Assembly of new lipd bodies is
recognized as an acute. highly regulated
cellular event that s stimulus- and cell-
Wpe specific thal ftakes place at
spacigized regons of andoplasmic
reiculum (ER). and  ulimatoly
determines the funchons of tha
nowly formed hpid bodies. Morecver.
incraased bioganic actiity is a constani
feature of laukooyte activation elicited by
mflammatory process (lor rewview (238)),
asﬂmmwuingﬂsmnfrmm
with Crohn's diseasa (34), hyper-

eosinophilic syndrome 125 and from

animals undargoing allergic
inflammation {33, 36, 37 ).

Even though it is recognzed that
the allergic i

_ inflammatory response
increases the numbar - of LTGCe

synthasizing lipkd bodies within activated
eosinophils, the detailed molacular
mechanisms controlling thewr biogenic
process femain largely
d-m“mﬂdhrhmmusqsﬂwl
specific agonists, parmcularty actaxin
and PGD, could tigger signaling
mechanisms that rapidy sbmulate the

formation of new LTCe-syntheszing lipid
bodies: within human eosinophils {32,

33). Accordingly, 0 wwo shudios
conductad by our showed that
both the biogenasis of lipid bodies and

the enhanced synthesis of LTC: at
nowl formed lipid bodies tnggered by
inflammation are pattially

m Dy ectaxin’ RANTES acting via
CICR3 receplors (33) and by PGD, (37).
As discussad above, MIF
meadiated e enhancement of LTCs

production ~ tnggered by  allorgic
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challenge i a mouse asthma model (31
Therafora, wa aimed o investigate the
mechanisms invoived it MIF-mediated
allergen-alicitad LTC.  synthasis,
focusing on the abiliy of MIF 1o activate
LTCs-synthesizing machinary in
eosinophils by amalyzing threa key
m_?.lhﬁ:qrw ii) the intracalhsdar
mmmm (i} the
induced bicgenasis of such cyioplasmic
companments, named lipid bodies; and
(i} the potentially stimulatory crosstalk
with eotaxin. Our results show that at
sgiies  of eosinophilic nflammation,
crosstalk betweon MIF and eatatin
activates aosinophils and resulls in the
assembly of lipid bodies with ability to
synthasza LTC..

Maierial and Methods

Chicken agg ovalbumin (OVA),
bowine sorum  albumin (BSA),
phosphaie-buffered saline (PBS), 1-
athyl 3-(3-dimathylamino-propyl)
carbodiimide (EDAC) and mouse Ig31
ware hﬂﬂj from Sigma Chemical
Co 1Et Lowis, MO). Neutralizing
antibodies 10 munine and human
eotaxin, mmMIF, meactaxin, rhaoctaxin,
rhdIF and CCH2 were purchased from
RE&ED Systems (Minneapolis, MM,
wheraas anti-CD74 (clone LN2) was

CIHHe, C3HHe). BALBc and
MIF deficient mice (Mi™) (3, 38)
\BALB/z background! ranging from & - 8
weeks old of both sexes were obtainad
from the Oswaldo Cnz Foundation
breeding unit (Rio de Janeiro). Protocols
ware approved by  the Fllﬂﬂi;:lﬂ
Oswaldo Cruz  animal
COmMizies.

Model of allergic pumonary
eoasinophilia

Allergic inflammaticn in the lungs
of actively sensilzed mice was
genarated as proviously doscribed (2)
Briefly, mice weore sonsilzed with
intraperitongal infection of CWA (10
pgmousel and ANOHIZ {10 mg'ml
resuspanded in sterle salime (0.2 mi)
on days 1 and 10. From days 10 to 24
afler  sensilization.. mice  wWerg
challengad daily for 20 min with OVA
{5% in stenle saline) by sorosal. Stenle
saline was aerosofized o sensilized
mica @&as & negatve contmol
Acroschzaiion was pericrmed in a 30k
20 ¥ 10 cm acrylc chamber and the
aerosol was generaled wilh an
yltrasonic mebulizer. Twenty-four hours
after the las! aerosolzation, animals
ware guthanized by CO; inhalation, and

Wiﬂﬂ.}mmhﬁﬁdwm
the lungs with PBS (1 mLL
mwuﬁr“m

Naive mice recaived
mjections of eithar rmMIF (0.1 — 1
Ly cavity ) of rmeotan (30 pmiolcavity ).
each diluted in sterike saiine immadiataly
bafore use. Control andmals were
injectad with the same volume (0.1 miL)
of saline. Six or twenty-four hours after
stimuiation. mice were euthanized by
<O, inhalation and pleura cavities ware
rinsed with 1 mlL of PBS.
Leukocyte courms

Total leukocyles (diluted  with
Tuks 2% acelic acid flud) wers
counted using Neubauer chambers.
Diffierantial couMs were perlormed in
cylopins stained by the May-Grunwald-
Giemsa method Counts are reporied
as total number of eosinophils per BAL
fiuid or plawral cavity.

150



m.mlEmﬂmmm

Chemicais. Ann Arbar, MI) for 45 mim or
non-immune rabbit 9. The ant-ADRP
antibody was added for 45 min o
digtinguish  cytoplasmic  lipid bodies
within leukocyles. Cells were washed
three times with HBSS for 10 min and
incubaied with Cy2-labeled anb-rabbit
gz = addiion o Cy3-labeled ani
guinea pig secondary antibodies for 1 h
The slides were analyzed by confocal
|@ser SCanning microscopy on a Zeiss
LSk 510-META.

Isolation and stimwlation of human
eosinophils

Peripheral blood was obtained
with informed consent from normal
donors and eosinophils wera isolated by
negalive selection using the StlemSep™
systemn (StemCedl Technologies Inc.)
rasulting in a final population that was
»89% pure and »55% viable (39). The
profocal used was approved by the
Fundacac Cewaldo Cruz ethical review
board. Purfied eosinophils (2 x 0%
cells’'ml in HESS™ ) were incubaled for 1
i in 8 water bath (37 *Ci with mhiIF
{0.05 - 5 ng/mL), rheotaxin (1 - 700
pg'mbL) or a combination of MIF (D.05
ng'mL) and sataxin 1 ng'mLl. Each i
wiro experiment was performed in

eosimophils were cytocentrifuged 450
fpom. 5 min) oo glass slides, Cails,
whila still moist, were fixed in 3.7%
formatdehyde (diluted in Ca*Mg™fres
H88E, pH 74}, mnsad in 01 M
cacodylate bufier (pH 7.4}, siained with
1.5% Os0y for 30 min, rinsed in distilled
H=0, Hmmarsed in 1.0%
thocarbofrydrazide for 5 min, rmsed in
0.1 M cacodyiate buffer, restained with
1.5% Os04 for 3 min. rinsad in distilled

evaluabion by more than one individual.
Results are axprassed as the number of
Hpid bodhes per eosirophil.

Traarmean:s

Using the pleurisy model, animals

were pm-mil:l with  intrapleural
injections of anti-muning eotaxin mAD
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(10 yg'cawty) 30 man pnor to allergic
. Animals pre-traated with an
irredevant Ab showed no altaration of
MIF4nduced response (nol shown!.
For in witro machanistic studias.,
ecsinophis wera pre-ireated for 3¢ min
with 10 pg'ml of neutralzing Abs
i human CD74 iclone N2 a=
described n (40}, eotaxin or GGR3.
lsotype matched non-immune Abs ware
used as conteols The antiCDT4

< 0.002%) i did not affected wiability
i=85%) or fipid body formation
Seatistical analysis

Resulls from in wyo assays are
oxprassed as maoaan = SEM and wers
analyzed stabistically by means of
ANOVA followed by the Newman-Kouls
Student ftesi with the lowel of

significance sel ai P-0.08

RESULTS

MIF madiates of sasnophi
lipid bodies and synthesis of LTC:

Walwnmmmhrrmmm
in addition o the well-known induction of

LTCa production, allergic challenge also

known  but involve; at least  the
mediation by eotaxin and PGD:, wo
wali known acainophictachc agents (33,
arl

Recenty, we and others have
identified MIF as a koy mediator of

gllergic inflammation (3-5, 28). Here o
investigate whother MIF has any role n
gosinophil  lipid body-drven LTC,
synihesis imggered by - allergic
challengo, & model of aculo’ ailoigic
pulmonary inflammation in WT wversus
Mit* mice (BALST background) was

used As damonstrated (3]
and shown in Figure 1A, BAL
eosinophilia mggared by aerosol allergic

ntnhm;nn:tm:aﬁrm::ndnhﬂlf
mica comparad to the response
observed in WT mice. Simdarly, both
formaticn of neow lipid bodies within
racruited i and oysLTs
generation were significantly decreased
in aflergan-chaflenged MIF mice when
compared to WT mice (Figure 1B -and
1C). Tegether these dasa indicate that
endogenous MIF, focund at an allengic
inflammatory sife & capable of oliciting
fipid body assembly within infiltrating
eosinophils. in paralle! 1o enhancing the
production of cysl Ts:

MIE mggers in vivo bBiogenesis of
funcional LT Ce-synthesaing Kpid bodias
within reowiad sasinophis

Secause MIF appears o contnbute
to acsimophit actvation dunng allergic
responses, we axamined whether MI-
was able fo elicR eocsimnophil LTC.
synihasizing maﬁ'umr].r in recruted
eosimophils vive.  Intrapheural
mmﬁrﬂunufhﬂﬂn ar 1 pg'cavity)
in nave mice induced accumulation of
gosinophils W & doss-dependant
manmar (Figure 28) These ecsimophils
showed

thereby demonstrating the abiify of MIF
to activate the formation of lipid body
biogenasis machinery in wyvo. OFf note.
MIF-induced eosincphi actvaton in vivo
Was not dopandent on @ LPS
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an LPS hyposesponsive sirain that has
an mactivating pomt mutakion within the
signal fransducing domain of TLRS {41],
MWMIﬁ MIF (1 pgrcavity)
with eosinophd recruitment and fipid
mmmmmwm
that ocoserved in C3HHeN mice, which
exprass functional TLR4 (Tahle 1)
Like in allergic inflammation and
concuming with MiF-induced in wivo lipid
body Diogenasis, them was also
significant production of cysLTs inm MIF-
injectad animals (Figure 2C). |k was
determined that this parailel increase in
nismbers of lipid bodies and lovels of
sacreted cyslTs, was the rosuli of a
functional relationship Dehween lipid
bodies and cyslTs. As ilfustrated in
Figere 3. EicosaCell a methodology
that cross-links and immuno-iabels LTC.
at the omginal sites of synthasis,
identified infitrating cosinophis as the
call population responsible for LTC,
production during MiF-elcteg
inflammatory reackions. In addition, a
mora detailed analysis revealed that the
infracaliuiar LTCs-synthesizing
comparment displayed a punciate
patiern proximal to, but
saparaie from, the nucleus, which s
fully consistert in size and form o
ecsinophil lpid bodies. In fact. the

mmm%m
LTCs in ecsinophil lipid
ascertained by the co-localizabion with

ADRP (Figure 3). Virlually no LTC, was
immung-localized within celis of salme-
injectad  or MiF-stmulated MEKS236
treated animals (not shownd, thus
demonsirating that the nowly formed
lipid bodies of in wive MIF-stimulatad
eceinophils are anzymatically suited for
effactiva LTC, synthasis.

MIF  actvates eosinomws direchly
through s receplor COT4

To mveshgate whether MIF was
indeed capable 0 directly acivaling
mmmwumma
formation of new lipid bodies,

stimuiaied in wilro l!ltl‘lﬁ!d

eosinophils with rMIF. 44 shows
ﬂmmﬂFm.ﬂﬁ-Eﬂnq.Imuh'rm:ﬂda
rapid (1 h) and dose-dependent
increasa n the rumbers of cytoplasmic
lipid bodies within human ecsinaphils
isolated from healthy donors. Moreovar,
riF-induced lipid body biogenesis
appearad 10 be a direct sffect of MIF on
specific. receplcrs  expressad on
ecsimaphil  surace, since tha
neuiralging antibody against G074,
which recognizes the MHC dass-ll
invanant chain dentified as the MIF
receptor (40), significantly inhibited the
effects of MIE. Together, this indicales
that sosmaphils respond diractly o MiF
stimulation, which, af loast in part
dmmdam{ﬂ}?lmwﬂs
pre-treated with isciype maiched non
mmuna Ab displayed expected lipid

body biogenasis undsr MIF stmulaticn
{Figura £ and not shown). Moraover, tha

specificity of the treaiment was
confirmed by the cbservation that CO74
antibody neutralization faled 1o inhibit
PAE inducad lipsd body formation {from
188+1E in 0 1T74£2 8 fiped
bodies'ecsinophil,. n=3; when non-
reated and anti-CO74 treated PAF-

Eotaxin mediates MIF-driven sosinooii
acivation

The mechanisms imvolved in
MIF-inducad lipid body formation wers
further imvastigated by focusing on the
putative crosstalk botweern MIF and
gotaxin, It is well established that CCR3
activation by eolaxin in eocsirophils
stimulates bofh poternt chamoatiractant
and lipid body bDiogenic responses,
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which control allergen-driven LTCs
syntheszing machinery (for reviow soe
(32)). Here several of our findings show
that MIF4anduced eosinophil activation,
both in v and in virc. appearad o be
deperdent on ectaxin-driven autocrine
andior paracring activity: (i} as shown in
Figura 5A, in wivo pre-traatment with a
neutralizing anti-murine ectaxin mAD
significantly inhibited both eosinophil
influx ard lipsd body biogenasis induced
by the ipl administration of fMIF; (i)
increased levels of ectaxin were found
in the pheural fluid of mica injectad with
MIF {1 pgcavity) 5B1; and fiii) in
witro rMIF-aficitad r#-du-pﬁm:lﬁntﬁ:rﬁ
body  assembly  within

wﬁwummmm
anihuman eotaxin mAb and s

W inhibited Dy ant-human
mab (Figure 5Ci. suggesting that

an endogenous  eosmophilderved
elaxin found al the site of the
inflarmatory  reaction could mediate
part of the MIF'CO7 4-induced ecsmophil
activation responsa.

MIF mediates sotavin-oiiven eosnoghil
aclivation

To bettar characierze the role
of MIF and potamin cross-tak on
reguiating eosinophil responses, the
input of MIFFCD74 on ectaxin-inducad
gcamnophil  activation was ovaleated.
Similar to the MIF-riggered aosinophil
actiation response medialnd by
aolaxin, MIF autocrine’paracring actvity
appears Lo madiate the abiity of eotaxin
tp ingger lipid body bicgenasis.
Aithough MV mice stimulated with
mfmmﬁm{rlﬁ.}mmﬂ

simulation (Figure &) This result was

confirmed when in wiro neutralzation of
fiuman CO74 on human eosinaphils was
able 1o inhdit lipid body formation
riggered by rheoiaxin (Figure TA),
indicating thal  eolain-simulsted
sosinophils rapadly secreie MIF that
actng autccrinally andior paracrinally on
COT4 oxpressad on  sosinophis,
inggers assensbl of now lipid Dodies.
Finally, a= shown in Figure 7B,
subopbmal concenirations of rmeotaxin
{1 agrml) and rhMIF (0.05 ng‘mL) acted
in & cooperaiive manner 0 induce
asseambly of now lipid bodies. Tharsfore,
in addition t© madisting eosinoptil
activation, physiological levals of aotaxin
and MEF found i vivo atl siles of
eosmophilic  inflammation may also
sgnergize to  effectivaly activate
racruiled ecsmnogphils.

DISCUSSION
Recent sudies have
demonstrated that MIF has an essential
role in medutating several aspects of the
Prﬁwﬂmm
incleding  eosinophil
m:n.nm;m mfr the production of
mflammatory madiators n the wnRg (30
In addiion, it has been previously
shown that MIF can aclivate distinct
mitraceflular signaling pashways, which
can enhance call alcosanod synthetic
capacity (42, 43). Our study invesiigates
the mechanisma iovoked i  the
interplay of MIF and cysLTs in allesgic
puimanary inflammation. wheraby MiF
may direclly acivale and ihereby
enhance the capacity of aosinophils bo
synthesze LTC.. By employing i wivo
and in who assays, we characterzed
the ability of MIF o directly activate
eosmophils. eliciting rapid bicgenasis of
LTCe synthesizing liped oodies,
organalles considersd as markers of
loukocyte activation. Moroover, we

154



demonstrated that MIF functons wa
activation of its receptor CD74 and acts
in comcert with eolaxin in & positive

feed-back leop to activate eosinophis in
response o allergic  pulmonary
inflammasion.

_ DBiogenesis of cytoplasmic lipid
bodiee has beenm noted within cells
engaged in mflammatory disorders, and
wmthmmmmmmmdu

diversa sat of proteins and, therafore,
participste in different cell funchions
inciuding acosancid synthasis
ireviowad in (281, In regards to lipid
bodies fownd in sosinoghils, in vive and
i yiro studies conducted by our group
have shown that an mduced highly

sotaxin and RANTES (32, 36), controls
the biogenesis of easi lipid oodies
- sites of 5-LO-drven LTCs synthasis -
which coniributes to the charactenstic
anhancament of cysLis production in
response to allergic challengs (331 In
this study. we found that MIF has, as
with CCR2 actvating chemokines, a
potent and direct effect on ecsinophis o

simulale lipid body bio
Furthermore. the capacity of i
Teguiate lipid body assembly mﬂun

infilirating eosinophils dunng  aliergic
pdrmrﬂ.;g pathogenesis was found o
i abilty of eosinophis w0
mLTEq thersby contnouting %o
anhancad cysLTs generation in viva.
The mechanisms involved in
MIF-inducad oosi il activation, which
culminates with biogenesis of LTC,-
syntheszing lipid bodies, emeargad as a
two-playar raceqtar engagement
system. In regards o allergic

inflammatan, eosnopnd-acivaling
madiatars i PAF (26, 35), IL-5
{35, 44), CC chemokines (321 and PG,
{37) ao directly on receptors on the
aosinophil  surface and  indliabe
intracediutar signaling cascades that
cudmirata with de nove formation of liped
bodies ard prime LTC. synthesis.
Rocontly CD74, the coll-surface
!ﬂlm of the MHC class-|l-associated

mduced lpid body formation in human
eosinophils i wiro using neutralzing
anti-human maAb CO74, sugoesting that
MIF directly activates eosinophils to
fomn lipid bodies in part by intaracting
with A5 specific membrans raceplor
Evon though WIE may have direct
gffects on eoosinophils via CIO7T4
activation. owr results demonstrate that
MIF cooperates with ectaxin o tngger
robusl eosinophdl activation and form

We rmcently showsd that
endogenoushy generdled  aolaxin
pu‘ﬂlfnudﬂaﬂﬂhrgln and PGD.-
induced formation of Sosinophil lipid
bodies (36, 37). Moraover, aither
axogenously administered MIF  or
endogenausly generated MIF in the
course of allergic reachion are able to
olick  eotaxin  genaration (2]
complementary o this. we verified tha:
inhibition of eotaxin or #s receplor
CCR3, either in vwo of i wilrg
sudstantially  reduced HFW

egsinophil fipid body formation. This
that part of the mechanism of

MIF-indizced iipid body formation is due
i0 an indirect eflect on CCR3 Iy
egsirophil-denved eotaxin, which s

rapidly released in response o MIF
stimulation and contributes 10 the
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process in an awtocrinally’/paracrinally
mamner. OFf nole. eolaxin-drivan
MWMWHME

ecsinophils.
increase of cell-free cotsan and'or MIF
concentrations within sites of alergic
reacion characterzed by local
eosinophilia. a system of oosnophil
refro-aciivation appears o take place
that resufts in &pud body-driven LTC.
by infilirating eosinophils.
, a@mong aother oytokines,
eosinophifs are known 1o store pre-
formed pocts of both MIF and ectaxin
ireviewad in (450 Moraovar, @ is also

secrate small, but biologically active
amoun:s of eotaxin, which can function
in an autocrine manner (394,
Ecsinophil actvation avoked by
MIF launches te rapsd but highly
regulated bioganic process of iipid body
@ssembly, which forms organefies
committed o synthesizing large
amounts of LTC,. a fypical rosull of
allergic inflammatory Tasponses.
CyslTs are known io be an essential
madiator of  bronchial — hyper-
responsivenass, mMucus secretion, the
production of inflammatony mediators
and eosinophil recrutmant. the same
allergic features now recognized to be
regulated in part by MIF. Our data also
unvell a cross-1ak machanism batweaen
controls i acthvation - and
rogulates the ampification of allergy-
related LTC, synthesis. Therafore, such
I.ill-F.i'mmI‘lﬂimmd aosincphil  lipid

body-driven LTCs svnthesis rises as an
candidate for new ani

intaresting
allergic therapeutic approaches.
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Lagends
Figure 1. MIF madiates oosimophi infux (A, lioid body formafion within recriied
msmx#: (B! and cyslTs symthasis (C) mmqrim pukmonary
iftammation. Analysis was periormed on bronchoaiveckar fluids harvested 24 h
Mhhﬁmﬂmnwﬂﬁ:ﬂmwwmmmmm
with siernle saling m“mumm+ﬁmmm:ﬂm
gight animais_ *, P < 0.05 comparad to saline controf growp. ., P = 0.05 compared to WT
ﬂmmdm;dmu:n

Figure 2 roMIF svokos eoanophil influx (AL Npid body formalion within recruied
gosinophi's (B} and cyslTs synihesis (C) in & pleursy modal, Analysis was performed
on pleural fluids harvesied 24 h following intrapleural injecton of mMIF (0.1 and 1
dgicavity . The confrod group was injected with sterie saline. Rasulis are axpressad as
the mean = SEM calcudated from at least aight animals. ~, P = 0.05 compared to control
group.

Figure 3. Eosinophil LTC,; synthesies in MIF-simu'ated animals occirs in ipid bodias.
EicosaCeall images illustrate infracellular immuno-detaction of newly formed LT
igreen) and ACRP (red) in colts fram MIF-stimulated (upper and middle panets) and
saline-stimulaied animals (lower panel). COwerlaid immunofiuorescence mICTOSCORY
images of identical fialds are shown in the right column.

Figure 4. MIF induces lipid body biogenesis in human eosinophils in wira A) Dose-
dependent response of rhMIF (from ©.05 o 5¢ ng'mb) on lipid body biogenesis afler
stimulation of human ecsinophils in Wiro for 1 k. (B} Effect.of 20 minules pratreatmeani
with anti-CO74 or isotype conmirol igG1 on rhiMIF- stmulated (50 ng'mli) human
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eosinophis. Results are exproased as mean = SEM calculated from triphcate rasuits
from one donor and are representative of results from ecsinophils sclated from at least
thres distinct donors. *. P = 0 05 comparad o HBSS control group. *, P 2 0.05 comparad
to MIF-stimulated untreated celis.
Figume 5. Roie of ecfaxin in MIF-driven sosinophd activation. (A) Mice received an i.pl
#ﬁnﬂimulnnltl:hmmw} Analysis of aosincphil mfiwe and lipid body formation
ware performad 24 h following MIF adminiztration. (B) Pleural levels of sotain wore
analyzed & h following rmMIF pl. injecton (1 pyg/cavity). Hnmﬂﬁalﬂmpmsﬂ:imﬂm
mean + SEM calculzted from at loast six animals. *, P = 0.05 compared o control
amimals. *, P Z 0.05 comparad t0 rmMIF-injected m-mmumaﬂﬁ of lipid body
biogenesis shown in (C), purnfied human aosinophils were pre-incubated with anti-
eotaxin or anti CCH2 and then stimulated with rthMIE (5 ng'mL) for 1 h. In wiFrc results
mmmﬂum:ﬁﬂﬂmmmmmﬁmmmmm
representative of resulis from acsinophils isolated from at ksast thres distinct donors. °,
P < 005 compared o HBSS contrdl growp. P"nﬂﬁm:m;maldeEFEhmhmd
untreatad calls.
recesvad an ipl injection of eotaxin (30 pmolcavity). Analysis of eosinophil infilx and
lipid body formation were performed 24 h following ect@in administration. Results ara
exprassed as tho mean £ SEM calculated from af leas! six animals. *. P 2 005
comparad 1o non-stimutated WT mice. ®, F Z 0.05 compared to sctaon-inactad WT
mice

Figure 7. MIF madistas sofaxin-dnven eosimophil achvation in witc. Lipid body
formation in purified human acsinophils that wera (A} pre-incubated for 30 minutas with
anti-CD74 or isotype conirol igG1 and then stmulaled with eotaxin (100 ng'mLl or (B)
stimulated with ridlF (0.05 or § ag/mL), eotaxin (1 or 100 ng/mL) or co-stimulated with
boih eotaxin (1 ng'mL) and MIF (0.05 ng/mL) in wilro. Analysis of lipid body formation
was parfiormed 1 h following stimulation. Resulis are ropresentative of three
independant experiments, *, P = 0.05 compared to HBSS control group. ', P = 0.05
‘compared 1o eotaxin-simulaled untraated cells.

Figure B. Cross-13% beiweon MIE and solaxin in requialing eosinophi acfivation, In
sites of allergic inflemmatory reactions, physiological concentrations of endogenous MIF
and ootain (potenfially derived frem mfilraiing eosinophilst &t on thair cognate
recepiors expressed on recruited eosincphils (CO74 and CCR3, respactvely) and
cooperale i an autocring’paracring fashion to elicit eosinophil actvation, which iz
charactenzed by fipid body biogenesis and comparmentalized LTC, synihasis.
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Table 1. In wive efiects of mMIF on eosinophil influx and Bpid body
biogenasiz are not due LPS contamination, since actvabion of TLR4
is not imechved in thess phanomana.®

Condition Animal strain  Eosmophils'cavity Lipid Bodies/call

sline  CaHMe  opizem 0.50 = 0.0
mmMiF CakHe 0.18 £ 0.05° 454 +0,05°
saling CaHHe) 0.01 001 0.20 = 0.07
mrMIE CaHHe) 016 = 0.02° 408 + 0.05°

TLH4 sansive (C3HHeM) and nop-sensitive (C3HHeh mico ware
slimulated i wio with mebIF {1 pgicavity | for 24 h. Results ware
expressed as mean = SEM calculated from al least six distinc:
animals. -, P < 0.07 compared io safine-stimulatad calls.
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