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RESUMO

O resveratrol € um polifenol da classe dos estilbenos produzido por inUmeras plantas
em resposta ao estresse do ambiente sendo reconhecido por apresentar inUmeras
atividades biologicas, tais como antioxidante, anti-inflamatéria, analgésica, antiviral,
cardioprotetora, antitumoral, dentre muitas outras. Apesar disso, a reduzida
biodisponibilidade do resveratrol tem sido fator limitante para a sua ampla utilizacao,
fomentando a pesquisa por analogos quimicamente modificados que tenham suas
atividades potencializadas e biodisponibilidade melhorada. Nesse contexto, o objetivo
do presente estudo foi avaliar os potenciais anti-inflamatério e antitumoral de
compostos analogos do resveratrol. Foram avaliados quinze anédlogos quanto as suas
propriedades fisico-quimicas e interferéncia na viabilidade de células RAW 264.7 e de
células tumorais da linhagem 4T1 (método de MTT). Os oito andlogos com melhor
resposta aos ensaios anteriores foram selecionados e testados sobre outra linhagem
celular (J774.A1) e cultura primaria de macrofagos peritoneais, confirmando sua
inocuidade as mesmas. A LCso sobre células RAW 264.7 também foi determinada. Em
seguida, os analogos foram testados quanto ao potencial antioxidante (ensaio de
captura do ion DPPH); influéncia na producdo de o6xido nitrico (NO) (reacédo de
Griess), de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a) e da quimiocina CCL-2
(ambos por Elisa). A atividade imunomoduladora foi determinada por meio da anélise
da expressao de MHCII e de moléculas costimuladoras CD80, CD86 e CTLA-4
(citometria de fluxo), além da influéncia na proliferacdo de linfécitos T e B (método de
MTT). A partir destes dados, quatro analogos foram selecionados e avaliados in vivo
pelo modelo de edema de orelha murino, revelando resultados satisfatorios para todos
os analogos. No entanto, dois deles se sobressairam e foram empregados em um
modelo de artrite induzida por zymosan, confirmando que os mesmos sao capazes de
fornecer resultados comparaveis a dexametasona. Quanto ao potencial antitumoral,
foi determinado a LCso e indice de seletividade (IS) dos anélogos frente a linhagens
celulares de cancer de mama humano (MCF-7) e murino (4T1) e melanoma murino
(B16). Os resultados obtidos revelaram que pelo menos cinco analogos podem ser
explorados neste sentido, apresentando IS comparavelou superior ao de farmacos
classicamente utilizados na terapia antineoplasica. Mais estudos devem ser
conduzidos no intuito de determinar os mecanismos de a¢éao envolvidos na atividade
anti-inflamatéria, a influéncia da imunomodulacdo na atividade antitumoral e a
biodisponibilidade destes analogos.

Palavras-chave: Anélogos sintéticos. Anti-inflamatario. Antineoplasico.
Imunomodulacdo. Resveratrol.



ABSTRACT

Resveratrol is a polyphenolic phytoalexin stilbene produced by many plants in
response to hostile environmental conditions, recognized to present innumerous
biological activities, such as antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, antiviral,
cardioprotective, antitumor and others. However, the reduced bioavailability of
resveratrol has been the limiting factor for its widespread use. Therefore, chemically
modified resveratrol analogs that have its activities potentiated, eliminating the problem
of bioavailability, are the subject of investigations. Thus, the aim of the present study
was to evaluate the anti-inflammatory and antitumor potential of resveratrol analogues.
Fifteen analogues were evaluated for physicochemical properties and influence on the
viability of RAW 264.7 cells and 4T1 strain tumor cells (MTT method), determining the
analogs with highest potential to remain in the study. Thus, the eight selected analogs
were tested on another cell line (J774.A1) and a primary culture (peritoneal
macrophages), confirming their innocuity to it. These analogs also had LC50
determined on RAW 264.7 cells. Next, it was tested for antioxidant potential (DPPH
ion capture assay); evaluated on the influence on the production of nitric oxide (NO)
(Griess reaction for nitrite dosing); cytokines (IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y and TNF-
a) and chemokine (MCP1) (both by Elisa); Expression of MHCII and CD80, CD86 and
CTLA-4 (flow cytometry) and proliferation of T and B lymphocytes (MTT method). From
these data, four analogs used topically in a model of acute inflammation of ear edema
were found, revealing satisfactory results for all analogues. However, two of them
excelled and were employed in a Zymosan-induced arthritis model, confirming that
they are able to provide results comparable to dexamethasone. As for the direct
antitumor potential of synthetic molecules, the LC50 and the selectivity index (SI)
against human breast cancer cells (MCF-7) and murine (4T1) and murine melanoma
(B16) were determined. The obtained results revealed that at least five analogs can be
exploited in this way, presenting comparable or higher Sl than drugs classically used
in antineoplastic therapy. Further studies shall be conduct in order to determine the
mechanisms of action involved in anti-inflammatory activity, the influence of
immunomodulation on antitumor activity and the bioavailability of these analogs.

Keywords: Antineoplastic. Anti-inflammatory. Imunomodulation. Synthetic analogues.
Resveratrol.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura molecular do reSVeratrol. ............coovvvviiiiiiiiii e, 19

Figura 2: Estrutura geral das (A) iminas, das (b) hidrazonas (c) e as tioiminas, analogas

=L I LTV T = 11 (o] PR 26
Figura 3: O processo inflamatOrio. ...........oooiiiiiiiiiiiie e 43
Figura 4: Etapas da inflamacdo aguda................ooevrriiiiiiiiiiii s 45
Figura 5: Sinal primario e secundario envolvido na ativacdo de umacélulaT. ......... 50

Figura 6: Delineamento experimental com as etapas realizadas para direcionamento
dos analogos empregados NOS ENSAIOS IN VIVO.........uuuuiiiiriiiiieeeeaeeeeeiseisssnnnesseneeeeees 56
Figura 7: Administracdo de Zymosan na regido da articulacao talocrural e subtalar.68
Figura 8: Avaliacdo da influéncia dos analogos do resveratrol sobre a viabilidade de
células RAW 264.7 nas concentracfes de 10uM, 25 uM e 50 UM.......coooiiivininennnnn. 73
Figura 9: Avaliacdo da influéncia dos analogos do resveratrol sobre a viabilidade de
células J774.A1 na concentracdo de 50 M. .........uuiiiiiiiiiiii e 75
Figura 10: Avaliacdo da influéncia de analogos do resveratrol sobre a viabilidade de
macrofagos peritoneais na concentragao de 50 UM. ..o 76
Figura 11: Avaliacdo da producéo de oxido nitrico (NO) por células RAW 264.7 pré-
estimuladas e tratadas com analogos do resveratrol em diferentes concentra¢des..79
Figura 12 : Influéncia dos analogos do resveratrol na expressdo de (A) CD80, (B)
CD86 e (C) MHCII por RAW 264.7 estimuladas com LPS..........cccccovviiiiiiiiiieeeeeeeee, 82
Figura 13: Influéncia dos analogos do resveratrol na proliferacdo de esplendcitos
estimulados com (A) Lipopolissacarideo e (B) Concanavalina A...............cccceevvvvnnnns 83
Figura 14: Influéncia dos analogos do resveratrol na expressdo de CTLA-4 em
linfocitos B (CD19*) e T (CD3*) em esplendcitos estimulados com ConA.................. 85
Figura 15: Efeito da administracao topica de resveratrol (RVT) e analogos no edema
auricular induzido por Gle0 de CrOtON.. .......uuiiiiie e 89
Figura 16: Efeito da administracdo topica de resveratrol e analogos no infiltrado
inflamatorio de camundongos submetidos ao modelo de edema auricular induzido por
(0] [T o Jo [T o] {0 (0] o 90
Figura 17: Efeito da administracdo topica dos anélogos do resveratrol (RVT),
resveratrol e dexametasona (DXT) na inflamac&o por modelo de edema de orelha

INAUZIAO POI OlE0 & CIOTON. ... ..ttt 92



Figura 18: Fotomicrografia demonstrando a morfologia da regido articular do animal
sem inflamag&o (controle IMPO).........cooviiiiiiiiiii e 94
Figura 19: Fotomicrografia demonstrando a morfologia da regido articular do animal
com inflamacéo e tratado com veiculo (controle negativo). ...........cccceeveeeeeeeiveiiinnnnnn. 94
Figura 20: Fotomicrografias demonstrando a morfologia da regido articular dos
animais dos grupos: A) Veiculo (controle negativo); B) AR23; C) AR33; D) Resveratrol
(RVT); E) Dexametasona (DXT) (controle PoSItiVO) .........cceeeeeeeiiiieiiiiiiiie e, 96
Figura 21: Influéncia dos tratamentos com os analogos e o resveratrol em parametros
inflamatdrios da artrite induzida POr ZYMOSAN. .........ueeiiiieeiiiiiiiiiiiiee e 97
Figura 22: Influéncia do tratamento com os anélogos e resveratrol na artrite induzida
por Zymosan. (A) IL-1B; (B) IL-6; (C) IL-12; (D) TNF-a; (E) CCL_2; (F) IL-10............ 99
Figura 23: Influéncia do tratamento com os analogos AR23 e AR33, resveratrol (RVT)
e dexametasona (DXT) na propor¢ao do baco pela massa corpérea total. ............ 100
Figura 24: Fotografia ilustrativa comparando os bacos de camundongos C67BL/6
tratados com os analogos do resveratrol e tratados com dexametasona. .............. 101
Figura 25: Avaliacao do potencial antitumoral do resveratrol e analogos sobre células
4T1 em diferenteS CONCENIIAGOES .......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 130
Figura 26: Influéncia dos anélogos do resveratrol em células tumorais de linhagens
tumorais: (A) B16.F1 € (B) MCF-7.....uuiiii e 132



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD), seus principais efeitos
adversos € liMItaches de SEU USO. .....cccvevuvuiiiiiieeeeeeeeeiiie e e e e e e e e e e e e e e e eenaans 55
Quadro 2: Sumario dos critérios avaliados para atividade anti-inflamatéria in vitro e
capacidade dos analogos em exercer um efeito anti-inflamatério............................ 103

Quadro 3: Principais efeitos adversos relacionados a quimioterapia do cancer..12238

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Andlogos do resveratrol utilizados, sua formula molecular, massa molar
(9.MOI™) € ClasSSE QUIMICA. ... .eiieieeiiieeeie e eee et e e e et e e e e e naeeenes 24
Tabela 2. Caracterizacdo dos compostos por ressonancia magnética nuclear (RMN),
ponto de fusédo (PF) e rendimento na producdo dos analogos..............ccceevvvveveeennnns 27
Tabela 3: Avaliacdo de propriedades moleculares fisico-quimicas dos analogos de
acordo com a regra de Lipinski @ TPSA. ... 29
Tabela 4: Perfil de toxicidade do resveratrol e analogos em células RAW 264.7,
EXPreSSOS €M LC50 (UM)..ciiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e 74
Tabela 5: Atividade antioxidante expressa em ICso (ULM) do resveratrol e analogos, pelo
método DPPH e coeficiente de relagao () Obtido.........coeeviiiiiiiiiieiiieeeeeieeee e 77
Tabela 6: Influéncia do resveratrol e analogos (50uM) na producéo de e quimiocina
em células RAW 264.7 (CCL-2, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a), J774.A1 (IL-1B) e
ESPIENOCITOS (IFN=7).. it e e e s e e e e e e nneees 80
Tabela 7: Valores de LCso para o resveratrol e analogos frente as linhagens tumorais
B16.F1, 4T1 e MCF-7 e linhagem n&o tumoral RAW 264.7 e indice de seletividade (IS)
OS COMPOSTOS. ....ceeiiiieeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e s e e e bbbt bb e bbb e e e et e e e aeeeeaeeesnenannnnes 132



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AcM Anticorpo Monoclonal

AINEs Anti-inflamatorios ndo esteroidais

APC Célula Apresentadora de Antigenos

AR Anéalogos do Resveratrol

ATCC American Type Culture Collection

CD Células dendriticas

CD Cluster de diferenciacéo

CEUA Comité de Etica no Uso de Animais

ConA Concanavalina-A

COX Cicloxigenase

CTLA-4 Cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4
DAMPs Padrdes Moleculares Associados a Danos
DMCD Drogas Modificadoras do Curso da Doenca
DMSO Dimetilsulfoxido

DO Densidade Optica

DXT Dexametasona

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

ECAM Moléculas de Adesao de Células Endoteliais
EDTA Acido etileno-diamino-tetracético

eNOS Oxido Nitrico sintase endotelial

ERN Espécies Reativas de Nitrogénio

ERO Espécies Reativas de Oxigénio

FSC Forward Scatter

FGF Fator de Crescimento de Fibroblastos ou fator de angiogénese
G-CSF Fator Estimulador de Col6nias Granulocitarias

GM-CSF Fator Estimulador de Coldnias Granulocitarias e Mondcitos
HE Hematoxilina & Eosina

HTAB Brometo de Hexadeciltrimetilamonio

ICso Concentracgao Inibitoria para 50%

IFN-y Interferon-gama

IL Interleucina

INCA Instituto Nacional do Cancer

INOS Oxido Nitrico sintase induzivel

IP indice de proliferal¢io

1S indice de seletividade

LPS Lipopolissacarideo

LB Linfécito B

LCso Concentracao Letal para 50%

LT Linfécito T

LTC Linfocito T Citotoxico

MAT Mécrofago Associado a Tumor

MCP-1 Proteina Quimioatraente de Mondcitos-1
MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade
MIF Mediana da Intensidade de Fluorescéncia
MMP Metaloproteinase de matriz

MPO Mieloperoxidase

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)



NEED Naftiletiienodiamino-bicloridrato

NF-kB Fator de Transcricdo Nuclear kB

NK Natural Killer

NLR Receptores do Tipo NOD

nNOS Oxido Nitrico sintase neuronal

NO Oxido Nitrico

NOS Oxido Nitrico sintase

OMS Organizacao Mundial da Saude

PA Padréo Analitico

PAMPs Padrdes Moleculares Associados a Patégenos
PBS Tampéo Fosfato Salino

PCR Proteina C Reativa

PD-1 Proteina de Morte Celular Programada 1

PD-L1/L2  Ligante de Proteina de Morte Celular Programada 1
PE Ficoeritrina

PF Ponto de Fuséo

Ph Potencial Hidrogenidnico

PM Peso Molecular

PMN Polimorfonuclares

PRR Receptor de Reconhecimento de Padrao
RFA Resposta de Fase Aguda

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

RNS Espécies Reativas de Nitrogénio

RVT Resveratrol

SFB Soro Fetal Bovino

SNC Sistema Nervoso Central

SSC Side Scatter

TGF-B Fator de Crescimento Transformador-f3
TH T helper

TLR Receptores do Tipo Toll

TNF-a Fator de Necrose Tumoral-a

TPA Acetato de tetradecainol-forbol

TRAIL Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
LTregs Linfocitos T regulatorios

UFJF Universidade Federal de Juiz de Fora
VCAM-1 Molécula de Adeséo Vascular-1

VEGF Fator de Crescimento Endotelial Vascular

zy Zymosan


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjnpMaBpa7TAhWJGJAKHcUnDFQQFgg8MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F22496450&usg=AFQjCNFeT00uw0QBDxcaNhsIzraV5Bb-fw&sig2=6aCdSNo3w_9IbAEH0AB1Pw

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt e et ae e eaennanis 16
CAPITULO | - RESVERATROL E ANALOGOS SINTETICOS .....ccovevevereeeiene, 18
I 4 Yt o N I = { L 19
1.1.1 Aspectos limitantes do uSO dO resveratrol ............cccccueuiiiiiiiiiiiiiie 20
1.1.2 Bioprospeccado de moléculas Sintéticas .........cccceeveieeeiiiieiiiiiiii e, 21
L2 OBJIETIVO ... ittt ettt ettt e e e e e e e e e nb e e e e 23
1.2.1 ODJEEIVO GEIAI .....uuiiiiiiiiiiii e 23
1.2.2 Objetivos ESPECITICOS ..oviiiiiiiiiiiieeeee e 23
1.3 MATERIAL E METODOS......coocuiiiieieieciee ettt 24
1.3.1 Resveratrol € @analOgOS .....cciiieeiiiiieiiiie e e e e 24

1.3.2 Avaliacao in silico do potencial biol6gico por meio de propriedades fisico-

QUIMICAS A0S ANAIOGOS .. uuiiiiiiiieeiiiiitieie et e e e e e r e e e e e e e e e b e e eeaeas 27
LARESULTADOS ...ttt ettt e et e e e e e e e e st e e e e e e e e s s snnbereneeeaens 29
1.4.1 Avaliacao das propriedades moleculares fisico-quimicas dos analogos do
FESVEIALrOl IN STHTCO L.uiiiiiiiiii e nsnnnnnnes 29
15 DISCUSSAOD ...ovieiiiieieie ettt ettt ettt s e 31
1.6 CONCLUSAO ..ottt sttt 34

CAPITULO II - INFLAMACAO E ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA DOS

ANALOGOS DO RESVERATROL ...t 35
2.1 DOENGAS DE CARATER INFLAMATORIO.......cootiiiieiiiiaieieieie e 36
2.1.1 A inflamacédo aguda e o0 surgimento de dOengas .........ccccceeeeeeeeeeeeeeeevnnnnnnnn. 41
2.1.1.1 Oxido Nitrico no contexto da iNflaMaGA0 ............ccceevveeeeieeeeeceee e, 47

2.1.2 Imunidade adquirida e o surgimento de um processo inflamatorio

(o] 0] 01 o3 o TR PPPPPPPPI 48
2.1.3 Acao anti-inflamatoria do resveratrol ........cccceeeeeiei 53
A @] 2 | = I AV 1 SRR 55
2.2.1 ODJEIVO GEIAI ... 55

2.2.2 ObjetivOS €SPECITICOS......ccee e 55



2.3 MATERIAL EMETODOS........ccoiiiiiieiteeteeieeteee ettt ettt 56

2.3.1 Delineamento experimental ... 56
2.3.2 Preparo dos analogos e do resveratrol..........cccceeevieeiiiieeeiiiciie e, 57
2.3.3LINNAagens CEIUIAIES .......uiiii e 57
2.3.4 Culturas de CEIUIAS........ccooee i 58
2.3.5 ANIMaAIS EXPEITMENTAIS .....cciiieeeeeeee e 58

2.3.6 Influéncia dos analogos do resveratrol na viabilidade de células RAW 264.7
LI 3 N SRS 59

2.3.7 Influéncia dos anélogos do resveratrol na viabilidade de cultura priméaria

de MacrOfagos PEIritONEAIS ......cceii ittt e e s 60
2.3.8 LCs0 dos analogos do resveratrol para RAW 264.7 ..., 61
2.3.9 Avaliacédo da atividade antioxidante do resveratrol e seus analogos ....... 61

2.3.10 Influéncia dos analogos do resveratrol no indice de proliferacdo celular
(o Lol ] o] (=T Yo Lol | o 1= PR 62
2.3.11 Avaliacdo do potencial anti-inflamatério dos analogos do resveratrol...63
2.3.12 Anédlise estatistica d0S €nsaios IN VItrO.......cccceeeeeeeieii e 66
2.3 L3 ENS@IOS 1N VIVO coiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeeeennnnnn s 66
2.3.13.1 Atividade anti-inflamatéria dos analogos do resveratrol em modelo de edema
B OFEINA ... 66
2.3.13.2 Avaliacédo da atividade anti-inflamatdria do resveratrol e anadlogos em modelo
de artrite iINdUZIida POI ZYMOSAN ......cceeeeieeieeeeee e 67
2.3.14 ANAliSeS MOIfOIOGICAS ..ooeiiiiiiiiiiiiee e 69

2.3.15 Dosagem de mediadores inflamatérios nos tecidos - citocinas,

guimiocina e atividade da mieloperoXidase............uveeiiieeeeiiiiieiiiiee e, 70
24 RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e 72
2.4.1 Selecdo dos anélogos do resveratrol segundo a influéncia na viabilidade
de CEIUIAS RAW 264.7 ... 72
2.4.2 LC50 dos analogos do resveratrol sobre células RAW 264.7 ................... 73
2.4.3 Influéncia dos analogos do resveratrol na viabilidade de células da
linhagem J774.A1 e macrofagos PeritON@AIS .......uuuuuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeee 74
2.4.4 Potencial antioxidante dos analogos do resveratrol...........cc...cceevvvvivnnnnnn.. 76

2.4.5 Determinacdo do potencial anti-inflamatorio in vitro dos analogos do

QX YA1 €= L6 (o ] FUT TR UP PR 78



2.4.5.1 Influéncia dos analogos do resveratrol na producdo de NO por células RAW

2.4.5.2 Influéncia dos analogos do resveratrol na producao de citocinas ................. 80
2.4.5.3 Influéncia dos analogos do resveratrol na expressdo a molécula MHCII e dos
coestimuladores CD80 € CD8B ..........cooeeeeeeeeeeeeeeeee e 81
2.4.5.4 Influéncia dos anélogos do resveratrol na proliferagdo de LB e LT............... 83
2.4.5.5 Influéncia dos analogos na expressdo de CTLA-4 em populacdes de
(o35 0] L= oo (0 P 84
2.4.6 Selecdo dos anélogos para ensaios in vivo de atividade anti-inflamat6ria.86
2.4.7 Determinacdo da atividade anti-inflamatoria in Vivo .........cccccccoviiiiiiinnnnnn. 88
2.4.7.1 Influéncia da aplicacao tépica dos analogos na inflamacdo aguda por meio do
modelo de edema de OrelNa.............uuuiiiiiiiiiiii 88

2.4.7.2 Influéncia dos analogos do resveratrol em modelo de artrite induzida por

4] 1.0 10157 Lo PP 93
2.5 DISCUSSAOQ ...ttt ettt ettt sttt ettt se et et anis 102
2.6 CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt et 105

RESVERATROL ...ttt ettt ettt e et e e e e e e e e s s a e e e e aeeeeeanns 115
3.1 NEOPLASIAS MALIGNAS. ... oottt e e e e e 116
3.1.1 IMuN0ologia do tUMOT ..o 117
3.1.3 Agéo antitumoral do resveratrol ........ccccoooeoee e 123
S.20BUIETIVOS ...ttt e et e e a e e e e raaas 126
3.2.1 ODJELIVO GEIAl ....ccoeeeeeeece e 127
3.2.2 Objetivos ESPECITICOS ..uuiiiiieiiiiiiieieee e 127
3.3MATERIAL E METODOS... ...ttt 128
3.3.1 Preparo dos analogos e do resveratrol .........cccceeeveeeiiiiiiiiiiie e, 128
3.3.2 Avaliacao do potencial antitumoral induzido pelos analogos ................. 128
3.3.3 LCso dos anéalogos do resveratrol para RAW 264.7, 4T1, B16.F1 e MCF-7 e
iNdice de SeletiVIdAOE ......ccooieiiiice e e e e e e e e eeeenes 128

3.3.3.1 Comparagéo entre a influéncia dos anélogos do resveratrol e melfalano na

viabilidade de células RAW 264.7 e macrofagos peritoneais.............ccceeevvvveeeeenenn. 129

3.4 RESULTADOS ...ttt e et e e e e e e e nnnnan s 130



3.5 DISCUSSAO .
3.6 CONCLUSAO

REFERENCIAS...



16

INTRODUCAO

O resveratrol (3,5,4-trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina encontrada
naturalmente em diversos alimentos, tais como na casca da uva rosada e em alguns
tipos de castanhas. Apesar de sua descoberta ter sido reportada no ano de 1940,
somente em 1992 o resveratrol comecgou a chamar a atengéo dos pesquisadores por
ser capaz de proteger o sistema cardiovascular (BAUR e SINCLAIR, 2006). A partir
de entdo, inimeras atividades farmacologicas foram atribuidas a esta molécula,
dentre as quais destacam-se as atividades antitumoral, anti-inflamatoria,
antienvelhecimento, antioxidante e cardioprotetora (WANG et al., 2010; PATEL, et al.,
2011; SOARES-FILHO, CASTRO e STAHLSCHMIDT, 2011; XUZHU et al., 2012;
DOBRZYNSKA, 2013).

Apesar de promissor, o resveratrol tem sua aplicagdo como farmaco limitada,
devido a baixa biodisponibilidade (WALLE et al., 2004). Logo, a elaboracdo de
moléculas sintéticas analogas a este composto é uma tatica que vem sendo alvo de
investigacdes a fim de se manter ou potencializar a acdo da molécula precursora,
eliminando, ao mesmo tempo, seus problemas fisico-quimicos e/ou de
biodisponibilidade (GUTIERREZ-GUTIERREZ et al., 2010; GUANTAI, 2011; WELL,
2011).

Esta busca por um analogo mais efetivo adquire substancial importancia no
cenario da pesquisa de novos farmacos que possam despontar como alternativas
eficazes para o tratamento de diversas doencas, as quais tém se tornado mais
prevalentes devido ao aumento da expectativa de vida mundial e a mudancas nos
habitos da populacdo (ABEGUNDE et al., 2007; PULSATELLI et al., 2013). Neste
contexto, destacam-se as doencas relacionadas direta e indiretamente ao processo
inflamatorio, como as doencgas autoimunes e neoplasias, ambas relacionadas a falhas
da imunidade e que podem surgir por exacerbagcao ou descontrole da inflamacéo e
cujos tratamentos disponiveis implicam debilitagdo do paciente devido aos efeitos
colaterais e reacdes adversas, além de apresentarem alto custo e ndo garantirem a
cura (IGNEY e KRAMMER, 2002; SILVA, ALBUQUERQUE e LEITE, 2010;
DONAHUE et al.,, 2012; SARMIENTO-MONROY et al.,, 2012; WIBELINGER e
BORGES, 2012; CROWSON et al., 2013; PANCIONE et al., 2014).
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Deste modo, a busca por novas moléculas que possam ser empregadas como
forma de tratamento preventivo, curativo e/ou paliativo para processos inflamatorios,
resultando em uma menor incidéncia de complicacbes ao paciente e que sejam de
custo acessivel, se faz uma necessidade eminente. Diante do exposto, o presente
estudo foi dividido em dois capitulos que apresentam, respectivamente, os resultados
da investigacdo do potencial imunomodulatério e antitumoral de analogos do
resveratrol, elucidando como estas substancias impactam nas respostas imunoldgicas
e nos tumores, focando-se na identificacéo de futuros agentes anti-inflamatorios e/ou
antineoplasicos, que possam ser alternativas potenciais para o tratamento de doencas

humanas e/ou veterinarias.
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RESVERATROL E ANALOGOS SINTETICOS

CAPITULO I
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1.1 RESVERATROL

O 3,5,4'-trihidroxistilbeno, mais conhecido como resveratrol, € o produto do
metabolismo especial de algumas espécies vegetais em resposta ao ataque de
patégenos, a radiagdo ultravioleta e a exposi¢cdo ao ozénio (BURNS et al., 2002;
IGNATOWICZ e BAER-DUBOWSKA,; 2002).

Cerca de 70 plantas diferentes ja foram identificadas com resveratrol em sua
composicdo, incluindo a amora e o amendoim (SVAJGER e JERAS, 2012).
Entretanto, destaca-se por apresentar os mais altos teores deste composto, a casca
da Vitis vinifera ou popularmente, a uva rosada (50-100 pg.g*t), sendo encontrado
também em altas concentracdes no vinho tinto (1,5-2 mg.L-1) (BURNS et al., 2002;
IGNATOWICZ e BAER-DUBOWSKA, 2002; BAUR e SINCLAIR, 2006; ELMALI et al.,
2007).

Quimicamente, o resveratrol, € composto por dois anéis fendlicos ligados por
uma dupla ligacéo estireno (figura 1), sendo classificado como um estilbeno. Possui
partes polares e apolares que faz com seja sollvel em etanol. Sua estrutura ainda
permite que existam os isdmeros cis e trans. Os efeitos farmacoldgicos estudados até
0 momento, dizem respeito ao isbmero trans, porém, o isbmero cis também tem sido
intensamente investigado devido ao seu potencial, apesar de 0 mesmo nao ser
disponivel comercialmente (SVAJGER e JERAS, 2012) (Figura 1).

OH
HDRO

OH

Figura 1: Estrutura molecular do resveratrol.

Billack, Radkar e Adiabouah (2008) descreveram que a hidroxila (-OH) na
posicdo 4’ é a principal responsavel por alguns efeitos genotdxicos atribuidos ao
resveratrol. No entanto, para Larrossa, Tomas-Barberan e Espin (2003) esta também

€ a explicacdo para o efeito antitumoral sobre algumas linhagens celulares (ex.
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melanoma) apresentado pelo composto, juntamente com hidroxilas nas posicoes 3 e
5.

Inimeros estudos demonstraram a capacidade do resveratrol em prevenir ou
diminuir a progressdo dos danos causados pelos radicais livres, tais como cancer
(WANG et al., 2010), doencas cardiacas e isquémicas (SOARES-FILHO, CASTRO e
STAHLSCHMIDT, 2011), danos causados pelo estresse (HOLTHOFF et al., 2010) e
pelo envelhecimento (KIM, JOO LEE e WON, 2002). Os radicais livres sdo espécies
quimicas instaveis, com um elétron desemparelhado. O resveratrol, no entanto, tem a
capacidade de ceder um elétron para esta espécie reativa, sendo estabilizado por
efeito de ressonancia (QUEIROZ et al., 2009). Além disso, 0 composto age como
inibidor de uma série de doencas autoimunes e inflamatérias como o diabetes,

encefalomielite, colite, artrite reumatoide, etc. (XUZHU et al., 2012).

1.1.1 Aspectos limitantes do uso do resveratrol

Em detrimento de todas as importantes func¢des farmacoldgicas exibidas pelo
resveratrol este composto apresenta, em mamiferos, uma biodisponibilidade
extremamente baixa, além de sofrer radpida depuracdo na circulagdo sanguinea que
restringe imensamente sua a¢do. Embora a administracdo de doses mais elevadas
tenha sido uma tentativa de melhorar sua eficacia, esta estratégia nao foi vista de
forma satisfatéria uma vez que isso aumentaria o risco de efeitos téxicos, ja
observados em doses acima de 1,0g/kg (peso corporal) (BAUR e SINCLAIR, 2006).

As possibilidades futuras para a aplicacdo extensiva do resveratrol incluem
uma via de administracéo diferente da oral ou estratégias na formulacdo em que este
ativo sera veiculado. Outra alternativa é o desenvolvimento de derivados do
resveratrol que apresentem um melhor perfil de biodisponibilidade a partir de uma
abordagem racional para alcancar resultados in vivo similares aqueles que tém sido
obtidos in vitro (STAKLEFF et al., 2012).

Neste contexto, varias hipoteses tém sido postuladas a fim de resolver o
problema do uso do resveratrol in vivo. Dentre elas estdo o bloqueio do seu
metabolismo, a associacdo com outras substancias bioativas e, principalmente, a

utiizacdo de analogos que mantenham ou sobrepujem as propriedades



21

farmacoldgicas do composto original, mas que apresentem melhor biodisponibilidade
(BAUR e SINCLAIR, 2006; NGUYEN, 2009).

De fato, alguns compostos anélogos do resveratrol j4 foram testados para sua
atividade antioxidante (CALIL et al.,, 2012), despigmentante (ZIMMERMANN-
FRANCO et al.,, 2012), neuroprotetora (TAKIZAWA et al., 2015), cardioprotetora
(ABBAS, 2016), dentre outras (PAVAN et al., 2011; CARVALHO et al., 2013; LIMA et
al., 2013), obtendo-se resultados satisfatorios. Além disso, as ac¢des antitumoral
(SIDDIQUI et al., 2013; MORRIS et al., 2015; PENTHALA, THAKKAR e CROOKS,
2015; SAVIO et al., 2016), anti-inflamatoria (ANTUS et al., 2015) e imunomoduladora
(JEONG et al., 2012) de analogos do resveratrol tém sido recentemente reportadas,
instigando ainda mais a pesquisa de novas atividades farmacoldgicas com compostos
desta classe.

1.1.2 Bioprospeccado de moléculas sintéticas

A natureza é uma fonte extremamente rica de potenciais agentes com
atividade farmacoldgica, sendo alguns farmacos antitumorais exemplos notaveis de
produtos naturais com atividade terapéutica, tal como os alcalbéides da vinca e seus
derivados semi-sintéticos, vindesina e vinorelbina (SOUZA, 2004).

ApoOs a descoberta acidental ou racional de um produto natural biologicamente
ativo, a abordagem convencional para o desenvolvimento de produtos naturais tem
sido o fracionamento biomonitorado de extratos derivados de tal material e o
isolamento e caracterizacdo subsequente de compostos ativos puros presentes no
mesmo (GUANTAI e CHIBALE, 2011).

Wells (2011) descreveu o processo padrédo de bioprospeccdo como, em
primeiro lugar, a identificacdo inicial dos produtos naturais que servirdo de suporte
para a pesquisa; em seguida, a realizacdo de modificacdes na molécula de interesse
por meio da Quimica Medicinal; em terceiro, o desenvolvimento de formulagbes e, por
ultimo, a combinagdo com outras terapias, se necessario. E importante investigar
ainda, se o isolamento de uma molécula ndo faz com que a mesma perca sua
atividade farmacoldgica, considerando o processo de sinergismo e estabilizacédo

guimica que pode ocorrer quando a mesma esta inserida em um complexo natural.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takizawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25798826
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Atualmente, de modo a colaborar com a triagem de moléculas sintéticas,
existem softwares que séo capazes de avaliar in silico o potencial que a droga tem de
se tornar uma futura molécula bioativa. Uma destas andlises é feita com base na regra
de Lipinski ou “regra de 5” - fazendo referéncia ao ponto de corte de cada parametro,
todos multiplos de 5 - elaborada por Lipinski (1995). Assim, 0s seguintes parametros
sao avaliados devendo seu valor estar abaixo do limite estabelecido para cada um: o
coeficiente de particdo octanol/agua (LogP) deve ser menor ou igual a 5; o peso
molecular, menor ou igual a 500; nUmero de aceptores para ligacdes de hidrogénio,
deve ser menor ou igual a dez; o numero de ligagbes doadoras de hidrogénio, menor
ou igual a 5. Outro aspecto de interesse a ser avaliado € a area da superficie
topolégica polarizada (TPSA), inicialmente publicada por Ertl et al. (2000) e que diz
respeito a capacidade que a molécula possui para atravessar as membranas
bioldgicas. Observando estes parametros in silico, o resveratrol demonstra ser uma
molécula promissora tendo em vista que néo viola os critérios basicos observados por
Lipinski et al. (1995) e Ertl et al. (2000).

Desta forma, a identificacdo de moléculas bioativas promissoras funciona
como estimulo para os esfor¢os na Quimica Medicinal voltados para a sintese parcial
ou total destes compostos, conhecidos como analogos (GUANTAI e CHIBALE, 2011).
Uma vantagem dos analogos sintéticos € poder oferecer uma fonte suplementar do
composto de interesse, permitido sua producdo em quantidades satisfatorias. Além
disso, muitos desses analogos, com base nas relacdes estrutura-atividade,
conseguem ser mais potentes e/ou superarem dificuldades fisico-quimicas e barreiras
bioldgicas apresentadas pelos produtos naturais (QUASTHOFF e HARTUNG, 2002;
GUANTAI e CHIBALE, 2011; GUTIERREZ-GUTIERREZ et al.,, 2010; OCEAN e
VAHDAT, 2004). Esta forma de investigacao tem levado a identificacao de diversos
compostos estruturalmente relacionados a moléculas bioativas de diferentes classes

guimicas (HADI et al., 2013), como tem ocorrido com o resveratrol.
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1.2 OBJETIVO

1.2.1 Objetivo Geral

Realizar a analise in silico, preditora para atividade biolégica, de uma série de

quinze analogos do resveratrol.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar parametros fisico-quimicos com base na estrutura molecular dos analogos
aplicando-se a Regra de Lipinski.
- Avaliar parametros fisico-quimicos com base na estrutura molecular dos analogos

calculando-se a TPSA dos anéalogos.
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1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Resveratrol e Analogos

O resveratrol foi obtido de forma comercial através da empresa Fagron, com
teor minimo descrito como 99% (segundo laudo do fabricante).

Todos analogos do resveratrol (AR) utilizados neste estudo foram sintetizados
e fornecidos pelo professor Dr. Adilson David da Silva do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Utilizou-se uma partida inicial de 15 analogos (Tabela 1), pertencentes a

diferentes funcdes organicas (iminas, hidrazonas e tioiminas).

Tabela 1: Analogos do resveratrol utilizados, sua férmula molecular, massa molar

(g.mol?) e classe quimica.

. MASSA
5 FORMULA ;
ANALOGO ESTRUTURA QUIMICA MOLAR CLASSE
MOLECULAR
(g.mol?Y)
OH
ARO7 C14H13NO2 GN 227,09 Imina
N\
OH
AR08 C13H1NO2 @NLQ 213,08 Imina
HO
OH
OH
AR13 C14H13NOs3 N 243,09 Imina
\§
OMe
D
AR16 C14H14N202 OMe 242,27 Hidrazona
HO
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OH
T
OH
HO

AR22 Ci13H11NO3 229,23 Imina
AR23 PROTEGIDO PROTEGIDO 292,13 Imina
AR25 C14H11NO3 @, 241,24 Imina
H02C
AR26 C14H11NO3 N < >: 241,24 Imina
NO»
OH
AR32 C14H12N406 O,N HN—N N 332,27 Hidrazona
OMe
AR33 PROTEGIDO PROTEGIDO 228,25 Hidrazona
AR35 C14H12N202 @'HN NL©7 coH 240,26 Hidrazona
2
AR38 C14H10N4Os GHN —N < 330,25 Hidrazona
NO,
Br
AR39 C13H9BrN4Os N HN—N < : 381,14 Hidrazona
AR70 C13HsNOS ©: >—©— 227,28 Tioimina
AR76 C13H10N202S 258,30 Tioimina

o

Todos os analogos foram sintetizados pelo método convencional de formacgéo

de iminas que consiste na condensacéo de uma dada amina com aldeidos aromaticos,

em quantidade equimolar, usando etanol como solvente a temperatura ambiente. Para
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a sintese dos compostos AR07, AR08, AR13, AR22, AR23, AR25 e AR26 a amina de
partida foi a 2-hidroxianilina, para AR16, AR33, AR35, AR36 e AR38, a fenilhidrazina
e para AR32 e AR39, a 2,4-dinitrofenilhidrazina. Ja para a obtencdo dos compostos
AR70 e ART76, foi utilizada a oaminotiofenol (Figura 2).

‘®_N R1——-NHN —
N R (B .
\;\\E’\/ 22 \\BR:E Ry = H.NO;
C

HS
VI on— AN Y
HD#k‘éﬂ'}_—é\r\;# | B,fj 2 Q_RN—{'BX:I

Figura 2: Estrutura geral das (A) iminas, das (b) hidrazonas (c) e as tioiminas,
analogas ao resveratrol. Na figura esta indicado em cada estrutura o anel nomeado
como A e 0 anel B.

Todos os compostos foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear
(RMN) e definidos seus pontos de fuséo (PF) (Tabela 2) usando um aparelho digital
Microquimica MQAPF-301. Os espectros de 1H RMN foram registrados num
espectrometro Bruker AC-300 e os espectros de 13C RMN foram registrados num
Bruker AC-300 a 75 MHz. Os desvios quimicos (8) sdo dados em partes por milhdo
relativos ao tetrametilsilano (TMS). Os espectros foram adquiridos em dimetilsulféxido
(DMSO). Os reagentes e materiais foram obtidos de fornecedores comerciais e foram
utilizados sem purificacdo. Todos os reagentes usados foram de grau analitico.

A faixa de fusdo determinada para o resveratrol foi de 263.8-267 °C, estando
de acordo com a literatura (WESOLOUSKA, 2008; HA et al., 2011).
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Tabela 2: Caracterizagdo dos compostos por ressonancia magnética nuclear (RMN),

ponto de fusédo (PF) e rendimento na producéo dos analogos.

SUBSTANCIA 5 CH=N 5C=N PF (°C) Re”‘i(‘y’;r;e”to
ARO7 8,96 160,8 149,0 - 150,3 90
AR08 8,62 158,5 90,1-92,0 66
AR13 8,48 159,5 125,0 - 126,7 60
AR16 7,81 143,3 120,0 -121,1 33
AR22 8,80 158,3 245,0 — 246,5 49
AR23 Protegido Protegido 186,0 — 187,8 98
AR25 7,87 158,3 245,0 — 246,5 49
AR26 8,78 160,3 149,2 — 150,8 91
AR32 ND ND 233,0-234,6 40
AR33 Protegido Protegido 155,4 — 154,7 95
AR35 ND ND 153,0 - 154,8 ND
AR36 7,92 142,6 161,2-162,5 89
AR38 8,36 1444 131,7-133,3 85
AR39 8,37 145,6 239,0 — 240,7 63
AR70 ND 167.,4 227,0-228,5 35
AR76 6,44 149,5 120,8 -121,9 85

*Os experimentos de RMN foram realizados no espectrometro de 300 MHz para 'H e 75
MHz para 13C em dimetilsufoxido (DMSO-ds) (ppm).
ND: ndo determinado.

Dois analogos, AR23 e ARS33, tiveram sua férmula e estrutura quimica
preservadas tendo em vista o interesse de continuar a investigacdo com 0s mesmos

e a utilizacéo destes resultados para outros fins diferentes de publicacées cientificas.

1.3.2 Avaliacao in silico do potencial biolégico por meio de propriedades fisico-

guimicas dos analogos

A avaliacdo do potencial biolégicos dos 15 anélogos foi realizada in silico
antes de serem iniciados 0s ensaios in vitro. Seguindo a regra elaborada por Lipinski

et al. (1995), para que compostos tenham potencial biologico é prudente que atendam
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determinados valores para os parametros avaliados: LogP<5, peso molecular (PM)
<500, numero de receptores de hidrogénio (nON) <10 e de doadores de hidrogénio
(nOHNH) <5. Além disso, a TPSA também foi avaliada, devendo esta ser menor ou
igual a 150, de modo a ter boa permeabilidade em diferentes membranas bioldgicas
do organismo (ERTL et al., 2000; PAJOUHESH e LENZ; 2005). Quando nédo ha
violacdes para a regra de Lipinski, sugere-se que a molécula tem bom comportamento
farmacocinético, biodisponibilidade e bioatividade (BARTZATT et al., 2001).
Anélogos que apresentassem até uma violacdo da regra de Lipinski ou
apenas a extrapolacdo do valor estabelecido para a TPSA nao foram excluidos da
etapa inicial de triagem. Estas analises foram realizadas utilizando a ferramenta on-

line Molinspiration® e avaliadas para cada analogo individualmente.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 Avaliacédo das propriedades moleculares fisico-quimicas dos analogos do

resveratrol in silico

Para avaliar as propriedades moleculares, todos os analogos foram testados
quanto a concordancia com a regra de Lipinski (LIPINSKI et al., 1995) e TPSA (ERTL
et al., 2000), ambas preditoras de atividades biolégicas e Uteis para compostos que
ainda nao foram testados in vivo, como 0s que compuseram o presente estudo. Os
resultados para cada analogo e para o resveratrol estdo dispostos na tabela abaixo
(Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo de propriedades moleculares fisico-quimicas dos analogos de

acordo com a regra de Lipinski e TPSA.

COMPOSTO REGRA DE LIPINSKI Violagbes | TPSA
daregra
ARO7 LogP=3,26; PM=227,09; nON=3; nOHNH=1 0 41,83
AR08 LogP=3,14; PM=213,24; nON =3; nOHNH=2 0 52,85
AR13 LogP=2,54; PM=243,26; nON=3; nOHNH=2 0 62,05
AR16 LogP=4,74; PM=242,28; nON=4; nOHNH=2 0 53,85
AR22 LogP=2,64; PM=229,24; nON=4; nOHNH=3 0 73,05
AR23 LogP=3,93; PM=292,13; nON=3; nOHNH=2 0 52,82
AR25 LogP=3,11; PM=241,25; nON=4; nOHNH=2 0 69,89
AR26 LogP=2,73; PM=241,25; nON=4; nOHNH=2 0 69,89
AR32 LogP=3,95; PM=332,27; nON=10; nOHNH=2 0 145,50
AR33 LogP=4,20; PM=228,25; nON=4; nOHNH=3 0 64,85
AR35 LogP=4,67; PM=240,26; nON=4; nOHNH=2 0 61,69
AR38 LogP=4,52; PM=330,26; nON=10; nOHNH=2 0 153,34
AR39 LogP=5,33; PM=381,14; nON=9; nOHNH=2 1 136,27
AR70 LogP=3,81; PM=227,29; nON=2; nOHNH=1 0 33,12
AR76 LogP=3,61; PM=258,30; nON=4; nOHNH=0 0 58,19
Resveratrol LogP=2,99; PM=228,25; nON=3; nOHNH=3 0 60,68
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De acordo com os resultados obtidos, apenas o analogo AR39 apresentou
uma violagéo para a regra de Lipinski, sendo esta referente ao coeficiente de particao
octanol/dgua, que sugere a capacidade que a molécula tem em ser absorvida e
atravessar membranas bioldgicas. Todos os demais compostos ndo apresentaram
violacdes a regra de Lipinski.

Com relacdo ao valor de TPSA, apenas o AR38 apresentou valor superior a
150, sendo portando considerado de pobre permeabilidade em compartimentos
lipossoluveis. Para fins de comparacdo, a lactulose, uma substancia de minima
absorcao por via oral, apresenta TPSA igual a 197.4 (ERLT et al., 2000). Os demais
apresentaram valores inferiores para tal parametro, sendo o menor deles calculado
para o ARO7 (41,83), valor este muito proximo ao apresentado na literatura para o
nordiazepan (41,5) (ERLT et al., 2000).
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1.5 DISCUSSAO

O resveratrol € um composto natural bastante promissor tendo em vista suas
inumeras acodes bioldgicas ja bem estabelecidas, inclusive como anti-inflamatério e
imunomodulador. No entanto, o problema limitante para sua ampla utilizacdo
relaciona-se a baixa biodisponibilidade que apresenta (LI et al., 2014). Apesar disso,
esta molécula € um protétipo molecular ideal para ser explorado no que diz respeito a
sintese de analogos (POLONINI et al., 2013). Neste estudo, avaliou-se uma série de
analogos do resveratrol primeiramente em testes in silico e, a seguir, in vitro e in vivo
a fim de elucidar sua acado sobre o funcionamento das células efetoras do sistema
imune e efeito sobre células tumorais com o propadsito de direcionar a descoberta de
novos compostos com potencial anti-inflamatoério/imunomodulador e/ou antitumoral
gue possam ser alternativas ao resveratrol.

Neste contexto, uma das principais vantagens dos analogos sintéticos é o fato
de serem uma fonte suplementar do composto, sendo possivel a produ¢cdo do mesmo
em uma quantidade satisfatéria. Além disso, analogos em geral podem manter ou
melhorar as qualidades da molécula precursora, corrigir problemas estruturais, tal
como o de biodisponibilidade e de toxicidade (GUTIERREZ-GUTIERREZ et al., 2010;
GUANTAI e CHIBALE, 2011; WELLS, 2011; COSTA et al.,, 2015). Os analogos
testados aqui apresentam ainda como vantagem o fato de serem obtidos em apenas
uma etapa em sua rota quimica, além de serem derivados de materiais de baixo custo
e de facil acesso.

Seguindo esta premissa, foram produzidos 15 polifendis sintéticos, analogos
do resveratrol, pertencentes a classe das hidrazonas, tioiminas e iminas, que, em
seguida, foram testados in silico para avaliacdo de seu potencial biologico. A analise
geral do teste in silico revelou que apenas dois analogos apresentaram restricoes,
sendo eles 0 AR038 e 0 AR039, duas hidrazonas com violacdes referentes ao LogP
(regra de Lipinski) e TPSA, respectivamente. Ambas variaveis tém relacdo com a

hidrofobicidade/lipofilicidade da molécula, apesar de levar em consideracdo critérios
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distintos (BARTZATT et al., 2003). Deste modo, a avaliacado das propriedades fisico-
quimicas da molécula in silico sugeriu que estes dois analogos teriam menor
capacidade de penetrar as membranas biolégicas que os demais compostos
avaliados por possuirem carater hidrofilico, dificultando assim, sua absor¢cdo (GOMES
et al., 2014).

Tratando-se das hidrazonas, esta € uma classe de compostos organicos com
a estrutura R2C=NNR2, geralmente oriundos de aldeidos ou cetonas (KARAMAN et
al., 2016). As hidrazonas sao consideradas como substratos potenciais para a
concepcao de novos farmacos estando relacionadas a varias atividades biolégicas
tais como antioxidante, anticonvulsivante, antidepressiva, antimicrobiana, antitumoral,
inibidora da anticolinesterase, analgésica e anti-inflamatoria (ABDEL-WAHABE et al.,
2011; EMAMI e DADASHPOUR, 2015; GAIKWAID et al., 2015; ROMAN, 2015). Neste
sentido, ja foi atribuida atividade inibitoria da tirosinaguinase ao composto AR16, uma
hidrazona avaliada neste estudo (MARK CUSHMAN et al., 1991).

Sobre a classe das tioiminas ou tio-bases de Schiff, estas s&o descritas como
de facil sintese e modificacdo de grupos substituintes (CHANG et al., 2015). Os
compostos desta classe AR70 e AR76 ja foram relacionados a atividade antioxidante
in vitro (SANTOS et al., 2013.

No caso das iminas, o grupo CH envolvido na ligagdo C=C presente no
resveratrol, foi substituido por um atomo de nitrogénio obtendo-se assim, o esqueleto
aza-estilbeno (C=N), sendo estas moléculas também conhecidas como Bases de
Schiff (LU et al., 2012). Conforme relatado anteriormente, este € um tipo de
substituicdo destacada por facilitar a geracdo de analogos do resveratrol e aumentar
a possibilidade de desenvolver compostos com melhor biodisponibilidade mantendo
as propriedades fundamentais do resveratrol (LU et al., 2012; Ll et al., 2014). Algumas
iminas analogas do resveratrol que fazem parte deste estudo ja vém sendo testadas
para atividades biologicas diversas com éxito, tal como fotoprotecdo (ARO7 e AR08)
(POLONINI et al., 2013); potencial antioxidante via inibicdo do fator nuclear 2
relacionado ao fator E2 (Nrf2) (LI et al., 2014) e atividade antitumoral (WANG et al.,
2017) (ARO8); e inibicédo da tirosinaquinase (AR13 e AR22) (BAE et al., 2012).

Estruturalmente, as iminas AR07, AR08 e AR13 sao bastante semelhantes
apresentando, respectivamente, um grupamento éter metilico em posicdo para-
dirigente; uma hidroxila em posi¢do orto-dirigente; e uma hidroxila (3’) e um éter

metilico (4’), sendo, no entanto, possiveis de apresentaram diferengcas em suas
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atividades biologicas decorrentes destas substituicbes que apresentaram no anel B.
Do mesmo modo, os analogos AR25 e AR26 diferem unicamente pela posicdo do
carboxilato, sendo no primeiro composto na posi¢ao para-dirigente e no segundo, em
orto-dirigente. Cabe destacar que as iminas avaliadas neste estudo apresentaram
baixos valores de TPSA, algumas delas com niveis comparaveis ao do nordiazepan
(uma droga de acdo SNC), o que sugere uma boa permeabilidade as membranas
biolégicas, inclusive de compartimentos mais protegidos como a barreira
hematoencefdlica (ERLT et al, 2000). Este dado aliado a atividades
imunomoduladoras podem servir para impulsionar a continuidade das investigactes
da acdo de tais moléculas em doencas inflamatérias que afetam o SNC, tal como a

esclerose multipla.
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1.6 CONCLUSAO

A avaliacao in silico identificou uma violagdo nas analises para 0 AR38 e uma
para AR39. No entanto, estas ndo conformidades nao foram consideradas suficientes
para a exclusdo dos analogos dos estudos posteriores. Os demais analogos
mostraram-se promissores nos guesitos avaliados in silico.

Sendo assim, os 15 analogos foram direcionados para testes referentes a

atividade anti-inflamatéria e antitumoral.
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INFLAMACAO E ATIVIDADE IMUNOMODULATORIA DOS
ANALOGOS DO RESVERATROL
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CAPITULO II

2.1 DOENCAS DE CARATER INFLAMATORIO

No Brasil, assim como em todo o globo, observa-se o fenbmeno do
“‘envelhecimento” populacional associado a transformacédo nas relagbes entre as
pessoas e seu ambiente. Este € o principal motivo para que haja a transi¢cao do perfil
de morbimortalidade com diminui¢cdo da ocorréncia de doencas infecto-contagiosas e
aumento de doencas cronico-degenerativas que passam a ser vistas como novo
centro de atengao dentre os problemas de doenga e morte da populagcdo (BRASIL,
2014).

As doencas cronicas sao responsaveis por cerca de 60% da mortalidade
global, sendo que 80% das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda. Destes
Obitos, um quarto é referente a homens e mulheres com idade inferior a 60 anos
(UNWIN e ALBERT; 2006; SCHMIDT et al., 2011; NA et al., 2015). Sendo assim,
impactam como a principal causa de mortalidade em pessoas com idade produtiva,
contribuindo para a perda de rendimentos, de oportunidades de investimento e niveis
totais mais baixos de desenvolvimento econémico (UNWIN e ALBERT; 2006; GRAFT-
AIKINS et al., 2012). Atualmente, sabe-se que 0 sistema imunoldgico tem grande
relevancia no surgimento de inUmeras destas doencas sendo, por isso, um alvo
importante para prevenir sua incidéncia, trata-las ou minimizar suas complicagdes
(JANEWAY, TRAVERS e WALPORT,; 2001).

Inimeras doencas sao marcadas pela presenca da inflamacdo em seu curso
com carater agudo ou crénico. A inflamacado precisa contar com mecanismos muito
bem controlados que permitam promover o seu declinio, uma vez extinguido o agente
iniciador da mesma. Este fendbmeno natural do organismo se torna um problema mais
grave quando envolve uma perda de tolerancia e/ou de processos regulatorios, tendo
assim a capacidade de promover um dano irreparavel e excessivo para os tecidos do
hospedeiro. (CALDER et al., 2009).

As doencgas que estdo relacionadas a inflamagdo sdo tdo distintas e

numerosas que se torna quase impossivel sua enumeracédo. A titulo de ilustragéo,
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podem ser destacadas algumas de carater agudo, tais como: as diferentes infeccées
bacterianas, virais e fungicas; e a lesdo de um tecido por causas mecanicas, quimicas
ou bioldgicas. No caso da inflamacgdo crbnica, pode ser destacada a contribuicdo
deste evento no surgimento do cancer, aterosclerose, a obesidade, asma e doencas
relacionadas com o sistema nervoso central (SNC), tais como depressao e doenca de
Parkinson. Além disso, no cenario das doencas inflamatorias cronicas, as doencas
autoimunes nédo podem deixar de ser mencionadas (LAVETI et al., 2013; NATHAN,
2015).

A relevancia, portanto, das doencas de carater inflamatério no contexto de
salude publica é indiscutivel, tendo em vista que o0 niumero de pessoas afetadas é
assustador e que os portadores de inflamacdes cronicas vém aumentando ao longo
das ultimas décadas: uma triagem epidemioldgica estimou para 2030 que 171 milhdes
de pessoas serdo afetadas apenas nos Estados Unidos (ANDERSON E HORVATH,
2004).

O tratamento para tais doencas requer, basicamente, o uso de medicamentos
anti-inflamatorios. Para aquelas de curso rapido e facil resolucdo geralmente sao
empregados os anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES). Dependendo de sua
gravidade, pode ser indicado o uso dos anti-inflamatorios esteroidais (glicocorticoides)
gue estao relacionados a diversos efeitos secundarios graves (CICCHITTI, MARTELLI
e CERRITELI, 2015). Para os casos mais complicados, o uso de drogas modificadoras
do curso da doenca (DMCD) sintéticas ou biolégicas e imunossupressores podem ser
requeridos (SCHETT, 2007; MOTA et al., 2012; PAWAR et al., 2012).

Os AINES podem ser inibidores seletivos ou ndo-seletivos de cicloxigenase e
apresentam atividades antipirética, anti-inflamatoria e analgésica, sendo amplamente
Uteis para tratar a dor sintomatica em condi¢c6es agudas. Entretanto, efeitos adversos
sdo frequentemente associados ao uso de AINES nao-seletivos, tais como
manifestacbes no trato gastrintestinal (Glceras, hemorragias, dispepsia, diarreia, etc.),
alteracbes na pressao arterial, aumento do risco de doencas cardiovasculares
(naproxeno), sendo este ultimo também extensivo aos farmacos AINES seletivos. Os
medicamentos desta classe estdo envolvidos em uma ampla gama de interacdes
medicamentosas e seu uso deve ser monitorado em pacientes idosos, portadores de
doencas renais, cardiacas ou hepaticas, com historico de hipertensédo arterial, asma,
rinite alérgica e outras desordens do tecido conjuntivo. A toxicidade cumulativa e o

risco de reagles graves (ex. Sindrome de Stevens-Johnson) sdo algumas das razfes



38

para que estes agentes ndo sejam usados em tratamentos a longo prazo (LAAR et al.,
2012).

Ja os anti-inflamatérios esteroidais ou corticosteroides, devido ao seu
potencial imunossupressor, tém sido empregados como adjuvantes efetivos no
tratamento de diversas condi¢des inflamatoérias crénicas, porém, os efeitos adversos
oriundos de longos periodos de uso reduzem sua utilidade para tratamentos cronicos.
Dentre os principais efeitos adversos destacam-se: a osteoporose que aumenta o
risco de fraturas, a imunossupressao elevando o risco de infeccbes oportunistas,
ganho de peso, fragilidade cutanea, fraqueza muscular, sindrome semelhante a
Sindrome de Cushing, surgimento de diabetes ou agravamento da doenca (se esta ja
estiver presente), hipertensédo, glaucoma, catarata e dificuldade de cicatrizagéao
(WATANABE e BRUERA, 1994; GROSSMAN et al., 2010).

Outras drogas com potente acdo imunossupressora como a ciclofosfamida, a
azatioprina e as ciclosporinas podem ser consideradas em casos mais graves, em
especial, as complicacdes de doencas autoimunes. Seu uso limitado se faz devido a
alta toxicidade destes medicamentos, como mielossupressao grave, aumento da
ocorréncia de infeccbes, esterilidade, toxicidade vesical e aumento da ocorréncia de
neoplasias (MOTA et al., 2012).

As DMCDs sintéticas sdo indicadas em certos tipos de doencas autoimunes,
como a artrite, as doencas inflamatdrias intestinais, etc. Sdo pertencentes a esta
classe de medicamentos: a hidroxicloroquina, a sulfasalazina, sais de ouro, o
metotrexato, a leflunomida (SHARP et al., 2000; SUAREZ-ALMAZOR et al., 2000;
AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATOLOGY SUBCOMMITTEE ON RHEUMATOID
ARTHRITIS GUIDELINES, 2002; SAXNE et al., 2003; LEE et al., 2014). Apesar da
eficacia destes medicamentos, inUmeros efeitos adversos e limitacbes de seu uso
referentes a doencas pré-existentes ja foram relacionados, como pode ser visto no

guadro 1.
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Quadro 1: Drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD), seus principais efeitos

adversos e limitagbes de seu uso.

DMCDS
SINTETICAS

EFEITOS ADVERSOS

LIMITACOES NO USO

Hidroxicloroquina

Intolerancia gastrintestinal (nauseas,
vomitos, dor abdominal), hiperpigmentagéo
da pele, cefaleia, tontura, miopatia e
retinopatia. Indica-se monitoracéo
oftalmolégica regular (avaliagéo inicial e
anual apds cinco anos, ou anual desde o
principio, se houver fatores de risco:
pacientes com disfuncao renal ou hepatica,
com maculopatia, idosos ou dose
cumulativa superior a 1000 g/ano)

Pacientes com alteragfes na
retina e de campo visual,
hipersensiveis a sulfas e

sacilatos.

Sulfasalazina

Intoler@ncia gastrintestinal (anorexia,
nauseas, vomitos), exantema cutaneo,
elevacdo de enzimas hepaticas, Ulceras
orais e mielossupressao (leucopenia com
neutropenia). Podem ser observadas
pneumonia de hipersensibilidade,
manifestagdes neuroldgicas ou alteracbes
da fertilidade masculina.

Pacientes portadores de
porfiria, com obstru¢cdes do
aparelho digestorio ou
geniturindrio.

Metotrexato

Anemia, neutropenia, nauseas e vomitos,
mucosite e elevacao de enzimas hepaticas
e necessidade de reposigdo no acido folico.

Pacientes com insuficiéncia
renal, hepatopatias, etilismo,
supressdo de medula 6ssea,
mulheres em idade fértil com
risco de engravidar.

Leflunomida

Nauseas, vomitos, dor abdominal e
diarreia, altera¢des das enzimas hepaticas,
exantema cutaneo e Hipertensao Arterial
Sistémica.

Mulheres com risco de
engravidar, gestantes e lac
pacientes portadores de
insuficiéncia renal e
hepatopatias.

Sais de ouro

Mielotoxicidade (marcadamente
trombocitopenia), Ulceras orais, reacdes
cutaneas (dermatite esfoliativa), nefropatia
(podendo haver proteindria nefrotica) e
doenca intersticial pulmonar

Pacientes portadores de
distdrbios na retina e do
campo visual e
hipersensibilidade aos
componentes da férmula.

FONTE: Adaptado de Sharp et al. (2000), Suarez-Almazor et al. (2000), American College of

Rheumatology Subcommittee on Rheumatoid Arthritis Guidelines (2002), Saxne et al. (2003) e Lee et

al. (2014).

Existem ainda as DCMDs biolégicas ou “novas DMCD”, que sdo os

bloqueadores de TNF (adalimumabe, etanercepte e infliximabe), depletores de

linfécito B (rituximabe), moduladores da coestimulagéo (abatacepte) e antagonistas

do receptor de IL-1 (Anankira) e IL-6 (tocilizumabe). Em geral, apresentam um bom
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perfil de eficacia e seguranca e sdo capazes de interferir em pontos de regulacéo
imune alterados, interferindo no curso de varias doencas autoimunes e
reumatolégicas (ROSMAN, SHOENFELD e ZANDMAN-GODDARD; 2013). A
indicacdo destes medicamentos é feita para 0s pacientes que persistem com a
atividade inflamatoria de uma doenca apesar de ja estarem em tratamento com outro
medicamento ou combina¢des dos mesmos. As desvantagens, no entanto, dizem
respeito ao seu custo elevado, a administracao feita por via parenteral, a necessidade
de o paciente ser monitorado por um especialista e aos efeitos colaterais e reacoes
adversas, destacando-se o maior risco de infec¢des devido ao efeito imunossupressor
de tais agentes (BERTOLO et al., 2007).

Por fim, o uso de alguns potentes imunossupressores como a ciclofosfamida,
as ciclosporinas e a azatioprina, também podem ser indicados para o tratamento de
casos mais graves e complicados, tal como pacientes portadores de artrite reumatoide
com manifestacOes extra-sistémicas. Estes farmacos apresentam elevada toxicidade
(MOTA et al., 2012).

Um ponto importante a ser observado é que, dependendo da doenca, 0 uso
destes medicamentos devera ser crénico, tendo em vista que eles sdo capazes
apenas de reduzir as manifestacbes patologicas e incémodos relacionados a
progressdo da doenca. Uma revisao realizada por Bosma-den Boer, van Wetten e
Pruimboom (2012) destacou que os medicamentos atuais usados para tratar
manifestacdes inflamatdrias crénicas suprimem os sintomas, mas ndo promovem a
resolucdo completa da doenca, conduzindo a um baixo grau de inflamacéo
persistente. Os autores ainda alegaram que o0 uso crénico de medicacdo anti-
inflamatéria poderia impedir o organismo de promover uma recuperacao completa
como pode ocorrer em doencas como a sindrome metabdlica, as doencas
neurodegenerativas, a doenca pulmonar obstrutiva crbénica (DPOC), a doenca
inflamatoria crénica do intestino, as doengas cardiovasculares e a artrite reumatoide
(CICCHITTI, MARTELLI e CERRITELI, 2015).

Diante disso, torna-se evidente a necessidade de alternativas terapéuticas
gue otimizem o tratamento, fornecendo melhores resultados clinicos, menos efeitos
colaterais e reac6es adversas e que também sejam economicamente viaveis. Todas
estas variaveis juntas contribuem para uma melhor qualidade de vida dos pacientes

portadores de doencas crbnicas, especialmente.
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Maiores detalhes sobre o processo inflamatorio agudo e crénico e como estes
contribuem para o surgimento e instalacdo de inUmeras doencas serédo abordados a

sequir.

2.1.1 A inflamacgé&o aguda e o surgimento de doencas

A imunidade inata é consituida por barreiras fisicas, quimicas e biologicas, por
células especializadas como células dendriticas (CDs), basofilos, eosinofilos,
macrofagos, mastacitos, neutréfilos e natural killer (NK) e moléculas soltuveis (como
Sistema do Complemento). Esta imunidade natural é de expressao ubiqua em todos
os individuos, independente de um contato prévio com imundgenos ou agentes
agressores. Além disso, seu padrdao de resposta ndo se altera qualitativa ou
guantitativamente apds o contato com 0s mesmos. A inflamacéo aguda € um evento
associado fortemente a imunidade inata que proporciona uma resposta rapida e
padronizada contra um vasto, porém limitado, repertério de estimulos (MEDZITHOV
e JANEWAY, 2000).

O processo inflamatério é desencadeado pela presenca de agentes estranhos
ou alguma leséo tecidual que atua como o estimulo para a resposta inflamatoria, cujo
objetivo € destruir este agente agressor e reparar o tecido. Assim, a leséo inicial de
um tecido libera neuropeptideos, estimula uma vasoconstricdo transitéria seguida de
uma vasodilatacdo induzida pela liberacdo de histamina por mastécitos ativados. A
etapa seguinte € marcada pela migracdo de leucocitos e de células fagociticas para o
sitio da lesdo, denominada quimiotaxia, onde as primeiras células a chegarem sao os
neutréfilos que atuam fagocitando e liberando enzimas lisossomais destrutivas
(SIEGELMAN et al., 2000).

No entanto, para que os neutréfilos e outros leucdcitos alcancem o foco
inflamatorio, eles precisam aderir e migrar por entre os espagos endoteliais até o local
alvo, realizando a diapedese. Essa etapa depende da acdo de moléculas de adeséo,
tais como as selectinas e integrinas, bem como outros fatores quimiotaticos e citocinas
produzidas pela diversidade de células presentes no tecido acometido (PEPYS e
HIRSCHFIELD, 2003; BILATE, 2007).
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Os neutrofilos, por sua vez, sdo importantes em diversas doencas
inflamatorias de modo que a estimativa de sua quantidade no tecido inflamado pode
ser util como indicativo da gravidade do processo inflamatorio. Isso faz com que este
aspecto seja valido para verificar o efeito de novas abordagens capazes de alterar o
processo inflamatdrio ou a migracdo dessas células para um foco inflamatério
(BRADLEY et al., 1982). Uma vez nos tecidos, os neutrofilos efetuam o processo de
degranulacdo com a liberacdo da enzima mieloperoxidase (MPO). Este mecanismo
faz parte de um eficiente e importante sistema de agdo antimicrobiana presente nos
granulos azurdfilos dos neutrofilos (WINTERBOURN et al., 1992; SEPE e CLARK,
1985). AMPO também exerce efeitos diretos sobre as células endoteliais, induzindo
uma producgéo intracelular de substancias oxidantes que contribui para o aumento do
dano tecidual (ARATANI et al.,, 1999; GUILPAIN et al., 2008).

Apos a macica chegada dos neutréfilos, outras células mononucleares
comecardo a chegar no foco inflamatério, com destaque para os macréofagos. Eles
sdo responsaveis por realizarem fagocitose e apresentacdo de antigenos,
citotoxicidade celular, remoc¢éo de fragmentos celulares, remodelamento tecidual,
regulacdo da inflamacéao, producéo de diferentes mediadores quimicos, dentre outros
(AL-SARIREH e EREMIN, 2000). Os mondcitos circulantes recrutados para a area de
inflamacédo, atraidos por fatores quimiotaticos, aderem ao endotélio vascular e
invadem o tecido transformando-se em macrofagos teciduais, que serdo ativados.
Esta ativacdo pode ser em decorréncia da via ndo-imunolbégica (por meio de
endotoxina, fibronectina e mediadores quimicos) ou através da via imunoldgica (pela
presenca de linfécitos T (LT) ativados, que produzem citocinas como o interferon-y
(IFN-y). A ativacdo macrocitaria pode causar lesdo tecidual, através da producédo de
metabdlitos tdéxicos de oxigénio, proteases, fatores quimiotaticos dos neutrdfilos,
fatores de coagulacdo, metabdlitos do acido aracddnico e 6xido nitrico (NO)
(COUSSENS e WERB, 2002).

Ainda com relacdo aos macrofagos, cabe ressaltar que a presenca de micro-
organismos ou de danos as células do hospedeiro fornece padrdes moleculares
associados a patégenos ou a danos (PAMPs e DAMPs, respectivamente) capazes de
promover a estimulacdo dos Receptores de Reconhecimento de Padrbes (PRRS),
presentes em fagocitos da imunidade inata, especialmente nos macréfagos. Dentre
0os PRRs mais investigados destacam-se os receptores do tipo Toll (TLR, do inglés

Toll like receptor) e os receptores do tipo Nod (NLR, do inglés Nod like receptor).
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Juntos, tais receptores sdo capazes de ativar a via do fator nuclear kappa-B (NF-kB)
que induzira a producdo e liberacdo de diversas citocinas como demonstrado na figura
(Figura 3). Este mecanismo que funciona pela liberacdo de mediadores inflamatoérios
como as interleucinas (IL) 1B, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), dentre
outras, bem como por ativacdo celular € um dos responsaveis pela amplificacdo da
resposta inflamatéria (ASHLEY et al., 2012; MEDZHITOV, PRESTON e JANEWAY,
1997).
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Figura 3: O processo inflamatorio. (A) Patégenos, injuria tecidual, e particulas
estranhas séo fontes de PAMPs e DAMPs que iniciam a inflamacéo. (B) Os TLRs
e 0s NLRs se ligam aos PAMPs e DAMPs, respectivamente. (C) Os TLRs ativam uma
via de transducao de sinal que envolve a fosforilagdo de IkB, liberando o fator de
transcricdo NF-kB que se transloca para o nucleo, onde ocorre a transcricao de genes
inflamatoérios. Os NLRs sinalizam através da formacéo do inflamassoma, que ativa a
caspase-1 para converter as citocinas IL-13 e IL-18 em suas formas ativas. (D) Uma
variedade de citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas sdo produzidas e liberadas
para promover as funcdes efetoras de inflamacgéo (Fonte: Adaptada de ASHLEY et al.,
2012).

Além das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a, fundamentais para a iniciagdo do

processo inflamatério, os macrofagos ativados também s&o produtores de outras
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citocinas, tais como a IL-10, IL-12, IFN-q, IL-15, IL-18, IL-23 e IL-27 (DUQUE e
DESCOTEAUX, 2014). Um pouco mais sobre a funcdo destas substancias nas
doencas de cunho inflamatério sera abordado adiante. Sob o controle destas
citocinas, a reacdo inflamatéria aguda é disparada e seguida por uma resposta
sistémica conhecida como resposta de fase aguda (RFA). A RFA é caracterizada por
febre, producao de diferentes tipos de hormoénios, leucocitose e sintese de proteinas
em série, que € regulada, rapidamente, nos hepatécitos (PEPYS e HIRSCHFIELD,
2003; BILATE, 2007). Entre as proteinas da RFA, a proteina C-reativa (PCR) destaca-
se pelo seu nivel sérico que aumenta cerca de mil vezes durante este fenébmeno. Esta
proteina liga-se a uma variedade de agentes patogénicos e ativa as proteinas do
sistema do complemento, favorecendo a fagocitose e destruicdo dos mesmos. A
producédo de PCR é parte da resposta de fase aguda ndo especifica da maioria das
inflamacoes, infeccbes e danos teciduais (PEPYS e HIRSCHFIELD, 2003; BILATE,
2007; VOLP et al., 2008).

Para Nathan (2002), a fase aguda da inflamacao pode ser resumida em um
rapido influxo de granulécitos circulantes do sangue periférico para o local da
inflamacédo, sobretudo os neutrdéfilos, seguidos de monécitos que, por sua vez,
amadurecem em macrofagos inflamatoérios, proliferam, produzem mediadores
inflamatorios e assim, afetam as funcGes das células teciduais residentes. Este
processo € o grande responsavel pelo surgimento dos sinais cardinais da inflamacé&o:
rubor, calor, edema e dor.

Uma vez que todos os esforcos presentes na inflamacao aguda sdo capazes
de eliminar o estimulo nocivo inicial, a reacdo inflamatéria tende a diminuir até seu
desaparecimento, tendo a IL-10, outra citocina secretada por macrofagos, relevante
atuacdo no declinio da resposta imune (LOBO-SILVA et al.,, 2016). Durante este
declinio, os granulécitos sdo eliminados e os macréfagos e linfécitos regridem em
guantidade voltando a seus fenétipos pré-inflamatdrias normais. O resultado usual da
reacao inflamatoria aguda é a resolucédo bem-sucedida e a reparacédo de danos nos
tecidos (RICCIOTI e FITZGERALD, 2011). Todas as etapas que envolvem a resposta

imune inata estao representadas na figura abaixo (Figura 4).
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Figura 4: Etapas da inflamac&do aguda. A inflamagdo aguda inicia-se com
componentes da imunidade inata onde a lesao do tecido libera neuropeptidios
que atuardo sobre os mastécitos. A histamina liberada por estas células causa a
vasodilatacao inicial que permite a chegada das primeiras células, os neutrofilos, que
realizam a diapedese para o foco em questdo atraido pelos primeiros mediadores
inflamatorios produzidos. Em seguida, observa-se a chegada de mondcitos que se
transforma em macrofagos ativados pelo reconhecimento de PAMPs ou DAMPS no
tecido, produzindo 6xido nitrico e outras diversas citocinas importantes para a
amplificacdo da resposta inflamatéria que culmina com o dano tecidual e possivel
destruicdo do agente agressor. O macrofago, além disso, pode ativar a imunidade
adquirida se ndo houver a resolucdo do processo inflamatdério.

Entretanto, uma inflamacéo aguda nédo resolvida pode evoluir para um quadro
inflamatorio crénico. Este também pode se desenvolver insidiosamente durante um
periodo de meses sem aparecimento de manifestacdes clinicas. Na inflamacéo
cronica existe uma forte participacdo da imunidade adaptativa, principalmente
representada por linfécitos T do fendtipo helper (Th) 1 Estas células sdo grandes
produtoras de interferon-gamma (IFN-y), uma citocina extremamente importante na
ativacdo dos macréfagos (MURDOCH e LLOYD, 2010).

Deste modo, a persisténcia e a disfuncdo da resposta inflamatoria levam a
formacao de cicatrizes e consequente perda de funcdo dos orgdos acometidos
(OSCHMAN, CHEVALIER, BROWN, 2015). Diante do exposto, compreende-se o fato
de que a inflamacédo aguda, se ndo ocorrer de modo perfeito e equilibrado, pode
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predispor ao surgimento de inflamacgéo cronica, potencializando o aparecimento de
doencas relacionadas a autoimunidade e a displasias, bem como ao dano tecidual
(SCHOTEENFELD e DIMMER, 2006). Assim, as caracteristicas histopatologicas da
inflamacéo crénica incluem a predominancia, sobretudo de linfécitos, proliferacéo de
pequenos vasos sanguineos estruturalmente heterogéneos e hiperpermeaveis,
fibrose e necrose (SCHOTEENFELD e DIMMER, 2006).

Cabe ainda ressaltar que a inflamacgéo crénica é uma condicdo médica onde
0 processo inflamatério descontrolado faz com que haja a formagéo de novo tecido
conjuntivo devido aos danos causados ao tecido inflamado. A destruicdo tecidual
ocorre principalmente devido a acdo dos macréfagos ativados, conforme descrito
anteriormente, além da presenca de fibrose, uma caracteristica marcante deste tipo
de inflamacéo. A fibrose esta relacionada a capacidade de os macrofagos produzirem
fatores de crescimento (ex. fator de transformacéo do crescimento-beta (TGF-j3)),
citocinas fibrinogénicas, fatores de angiogénese (FGF) e colagenases de
remodelamento (ALLISON et al., 1978; LUNESHI, ROTHWELL, BROUGH, 2009).

Além das substancias produzidas por macrofagos, outras moléculas também
contribuem para o dano tecidual na condi¢éo crénica. Dentre elas, merecem destaque
as proteinas do Sistema do Complemento e as proteinas de fase aguda. Células
necroticas oriundas do tecido inflamado também podem, por exemplo, iniciar a
cascata inflamatdria, ativando os sistemas das cininas, coagulacao e fibrinolitico e
liberando mediadores pelos leucécitos responsivos ao tecido necrético. A inflamacao
crdnica, no geral, tem a participacao de varios tipos de componentes e células, como
os linfécitos, plasmdécitos, eosindfilos, mastécitos e neutréfilos (MOGENSEN, 2009;
SARMA e WARD, 2011).

Diante do exposto, observa-se que a presenca de macréfagos no tecido é
mantida desde a fase aguda até a cronica, fato este possivel devido ao recrutamento
de mondcitos do sangue periférico (que no tecido se tornam macréfagos), além da
proliferacéo e imobilizacao locais, sendo o primeiro mecanismo o0 mais importante. Os
macrofagos podem ser vistos, portanto, como fundamentais para a manutencao e
amplificagdo da resposta inflamatéria por meio da apresentacdo de antigenos,
producdo de NO, de citocinas e quimiocinas, além da emissdo de segundos sinais,
especialmente por meio das moléculas coestimuladoras (PODOJIL e MILLER, 2010).
Devido a isso, estas células sdo importantes alvos para o controle dos processos
inflamatorios (CHEN et al., 2015).
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2.1.1.1 Oxido Nitrico no contexto da inflamac&o

O NO é uma pequena molécula sintetizada por diferentes tipos de células em
varios tecidos. Exerce multiplas funcdes fisiolégicas dentre as quais esta a
participacdo na resposta contra patégenos, controle da pressao arterial, da circulacao
sanguinea, da funcéo das plaquetas e ainda, da neurotransmissado no SNC e nervos
periféricos (BOGDAN, ROLLINGHOFF e DIEFENBACH, 2000).

De acordo com Mao et al. (2013), este composto € derivado de atomos de
nitrogénio da guanidina e de oxigénio molecular que participam de uma reacao
catalisada pela enzima NO sintase (NOS). Dependendo do tipo de células que a
produz, a NOS pode ser classificada em neuronal (nNOS ou NOS1) e endotelial
(eNOS ou NOS2), ambas responsaveis pela producdo de NO com funcbes
fisiol6gicas, importantes para a manutencédo da homeostasia. A forma induzivel da NO
sintase, denominada iNOS ou NOS3 ¢ ativada por estimulos imunoldgicos, tais como
IFN-y, IL-1B, TNF-a e lipopolissacarideo (LPS). A supressao desta enzima pode ser
feita pela acdo de TGF-f, IL-4, IL-8, IL-10 e por glicocorticoides (CERQUEIRA e
YOSHIDA, 2002).

Segundo Salvemini et al. (1996), o NO é um potente vasodilatador e um dos
seus envolvimentos na resposta inflamatoria esta relacionado com sua habilidade em
aumentar a permeabilidade vascular e 0 edema através de mudancas no fluxo
sanguineo local e do aumento na producéo de prostaglandinas pro-inflamatérias. No
entanto, a participacdo do NO na resposta imunolégica vai além da atividade
vasodilatadora, incluindo o controle de infeccbes e sinalizacdo de cascatas
reguladoras, fatores de transcricdo, resposta vascular, migracdo e rolamento de
leucdcitos, producéo de citocinas e diferenciacdo de células T (MAO et al., 2013).

A capacidade microbicida e tumoricida do NO é decorrente do fato de esta
pequena molécula tratar-se de um radical livre produzido pelo metabolismo da L-
arginina (JAMES, 1995). MacMiking, Xie e Nathan (1997) descreveram a participacéo
do NO na funcdo dos macrofagos, em especial, como um produto citostatico ou
citotoxico contra virus, bactérias, fungos, protozoarios, helmintos e células tumorais.
Além da forma radicalar, outras formas podem ser encontradas como o cétion
nitrosénio (NO*) e anions nitroxila (NO") que também s&o capazes de causar danos
celulares. Isso ocorre porgue todas estas formas sdo facilmente penetraveis na

membrana plasmatica e assim causam a peroxidagéo lipidica, interagem com ions de
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metais de transicdo e formas redox do oxigénio, bem como grupamentos tiol e outros
centros nucleofilicos presentes em enzimas vitais das células (JAMES, 1995). Diante
deste potencial destrutivo, o limite de concentracdo que separa este mensageiro da
ndo-toxicidade as células do hospedeiro e da toxicidade necessaria para agao
antimicrobicida é ténue. Por isso, observa-se que nas doencas autoimunes e
situacbes de sobrecarga exageradas do organismo, o NO encontra-se em
concentracbes aumentadas, toxicas para o organismo (FLORA FILHO e
ZILBERSTEIN, 2000).

Para Cuzzocrea (2006), radicais livres, sobretudo espécies reativas do
oxigénio (EROs) e NO, podem funcionar como mediadores da inflamacédo e/ou
destruicdo de tecidos em doencas inflamatérias. Tais reagentes sdo capazes de
induzir a morte celular por necrose e por isso, em alguns casos, a diminuicdo nos
niveis de NO pode ser desejavel, por minimizar o dano tecidual.

No que diz respeito a sinalizacdo das cascatas reguladoras, destaca-se a
influéncia do NO na via de sinalizacdo da via do fator nuclear kappa B (NF-kB).
Dependendo de alguns fatores, como concentracdo, estado redox, tipo de célula
envolvida, dentre outros, o NO pode influenciar positiva ou negativamente na ativacao
de NF-kB (LAROUX et al., 2001). Este mediador ainda € capaz de inibir a expressao
de diferentes genes relacionados a doencas inflamatorias, como os relacionados as
quimiocinas, citocinas, ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e moléculas de adesao
(COLASANTI e PERSICHINI, 2000).

Além disso, sabe-se que em ambos o0s processos inflamatérios, agudo ou
cronico, o NO exerce grande influéncia fisiopatologica, alterando a expressédo de
moléculas de adesdo como a ECAM (cuja expressdo, em parte, € relacionada a
ativacdo da via NF-kB) e P-selectinas. Com isso, a interagdo entre leucocitos e
endotélio e a infliltracdo de leucdcitos no tecido inflamado pode ser potencializada na
presenca de NO (LAROUX et al., 2001).

2.1.2 Imunidade adquirida e o surgimento de um processo inflamatério crénico

A ativacdo da imunidade adquirida durante um processo inflamatério é
marcada pela participacdo de linfocitos T e B (LB) caracterizando, respectivamente, a

imunidade imunidade celular e humoral.
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A imunidade celular é produzida pela atuacao de diferentes subtipos de LT.
Classicamente, os dois principais sdo os subtipos auxiliares ou helper (TH) e o0s
citotéxicos (LTC), que apresentam as moléculas correceptoras CD4 ou CDS,
respectivamente. Os LT CD4* ou Tw coordenam a resposta imune por meio da
liberacdo de citocinas capazes de potencializar a acdo de outras células (LB,
macrofagos ou mesmo LT CD8") visando a erradicacdo do agente estranho. JAo LTC
esta envolvido, principalmente, em respostas antivirais e antitumorais promovendo
destruicdo celular direta pela liberacdo de enzimas citoliticas (CRUVINEL et al., 2010).
Ambos os tipos mencionados reconhecem o peptideo antigénico apresentado pelo
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) na superficie de uma célula
apresentadora de antigeno (APC). O receptor de célula T (TCR) é expresso na
membrana do LT em associacdo a um complexo denominado CD3, onde o TCR é
responsavel pelo reconhecimento do complexo peptideo-molécula de MHC, e o CD3,
pela sinalizacao celular subsequente. Se o MHC for do tipo |, apresentara afinidade
pelo TCD8* e se for do tipo I, pelo TCD4*. Este complexo sera responsavel pela
geracado do primeiro sinal (SOUZA et al., 2010).

Contudo, o funcionamento normal do sistema imunoldgico envolve uma série
de interacdes altamente complexas. Embora os tumores e patégenos expressem
antigenos que sdo reconheciveis pelo sistema imunoldgico, a apresentacdo de
antigeno per si ndo é suficiente para iniciar uma resposta imunolégica. A ativacao de
células T € modulada por sinais estimuladores e inibitérios que trabalham em conjunto
para coordenar a resposta do sistema imunolégico a uma ameaca. As moléculas de
superficie celular CD28 e CTLA-4 proporcionam sinais moduladores positivos (CD28)
e negativos (CTLA-4) nos estadios iniciais de uma resposta imunitaria (WOLCHOK e
SAENGER, 2008).

A molécula CD28, presente na superficie dos LTs interage com as moléculas
da familia B7 (CD80 e CD86), expressas na superficie de APCs. Na presenca de
patogenos, as APCs séo ativadas e aumentam a expressao das moléculas B7, em
nivel suficiente para fornecer o sinal secundario. Esta interacdo estimula as APCs a
produzirem IL-12 que, por sua vez, estimula a ativacdo de linfocitos, amplificando a
resposta inflamatéria (PODOJIL e MILLER, 2010).

A inibicdo do LT pode ser promovida pela ligacdo de uma molécula
competidora das moléculas coestimulatorias da familia B7. Em determinadas

condicodes, as APCs passam a expressar a molécula CTLA-4 (CD152), que tem maior
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afinidade ao CD28 que as moléculas B7 (CD86 e CD80). No entanto, ao contrario
dessas ultimas, a CTLA-4 tem acéo inibitéria sobre os LT, induzindo a apoptose
(PODOJIL e MILLER, 2010; DUQUE e DESCOTEAUX, 2014). Assim, o CTLA-4
desempenha um papel critico na regulacdo negativa de respostas imunes ativadas
por antigeno (AYUKAWA et al, 2004). Esta molécula é encontrada em compartimentos
intracelulares e ndo é expressa em quantidades detectaveis a menos que o LT seja
ativado. As fungbes de CTLA-4 consistem no envio de um sinal inibitério para o LT
afetando sua taxa de diviséo celular, bem como podendo promover a apoptose das
mesmas (GRIBBEN et al., 1995; WOLCHOK e SAENGER, 2008). Também presente
em LB, o CTLA-4 quando ativado nestas células diminui o padréo de resposta, com
reducdo da producao de anticorpos, principalmente (SAGE et al., 2014).

Outra molécula importante é a denominada como de morte celular
programada-1 (PD-1) (CD279). Em situacfes de inflamacéo crbnica, varios tipos de
células da imunidade (LB, LTCD4+, LTCD8+, NK, macréfagos e células dendriticas),
comecam a expressar altos indices de PD1 que, ao interagir com seu ligante PD-L1
ou —L2, promove a supresséo da célula levando ao declinio da resposta imune. Em
macrofagos, a ativacdo da via NF-kB esta diretamente relacionada a regulacéo da
expressdo de PD-1. Além disso, este mecanismo tem sido relacionado a evaséo de
células tumorais a resposta imune (BALLY et al., 2015).

Na figura 5 estdo representadas estas importantes moléculas que atuam na

regulacao da atividade dos linfécitos.
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Figura 5: Sinal primério e secundério envolvido na ativacdo de uma célula T.
Na figura estdo esquematizadas importantes moléculas presentes nas células T e nas
células apresentadoras de antigeno que fornecem o sinal primario para ativacao do
LT (MHC-TCR) e os sinais secundarios que podem ser positivos (B7-CD28) ou
negativos (B7-CTLA-4 e PD1-PD1-L). Fonte: Adaptado de Zaravinos (2014).
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Uma vez ativados, dependendo do ambiente de citocinas em que o antigeno
for apresentado para o LT CD4*, este podera se diferenciar em alguns subtipos, cada
qual com uma atividade peculiar. Até o momento, os subtipos de LTw melhor
estudados sdo LTwl, LTH2, LTul7 e LT regulatério (Treg). Apesar de
morfologicamente idénticos, o funcionamento destes linfécitos é bastante distinto no
que diz respeito as citocinas secretadas e o tipo de resposta articulada. O perfil TH1 é
induzido pela apresentacdo de antigenos em um ambiente rico em IL-12 e IL-18,
ambas citocinas produzidas por macrofagos ativados. Uma vez diferenciados para o
perfil Twl, as principais citocinas secretadas por estes linfécitos serdo IFN-y e IL-2. O
objetivo deste perfil é recrutar diferentes populacées celulares, em especial fagécitos
mononucleares, que auxiliam na destruicdo de patdégenos intracelulares, mas que
também podem produzir autoimunidade (SOUZA et al., 2010).

Sobre o perfil Th2, destaca-se sua atuagdo no combate a patdgenos
extracelulares como os helmintos e em processos alérgicos. A diferenciacdo Th2 da-
se em um ambiente rico em IL-4 e as citocinas produzidas por células deste perfil séo
IL4, IL5, IL9, IL13, IL10 e IL25. A IL-4 produzida por estes LT induzem o LB a
produzirem IgE, um anticorpo chave nos processos alérgicos por promover a
degranulacdo de mastdcitos, basofilos (LUCKEERAM et al., 2012).

Caracteristicamente, as citocinas do perfil Tul ou Tw2 direcionam para o
desenvolvimento de sua respectiva via e inibem a expressdo do padrdo oposto. As
citocinas chaves neste processo sédo IFN-y (Tul) e IL-4 (TnH2), de modo que uma vez
polarizada a resposta imune para o padréo THl, a via Tu2 serd inibida e vice-versa.
Isso ocorre devido a regulacdo do nivel de receptores de membrana, da expressao
diferencial de fatores de transcricdo e de mudancas epigenéticas (SOUZA et al.,
2010).

A polarizagéo para o perfil TH17 exige pelo menos trés etapas de diferenciagéo
do THO que incluem a fase de diferenciacdo mediada por TGF-$ e IL-6, a fase de auto-
amplificacéo por IL-21 e a fase de estabilizacao por IL-23. As principais citocinas deste
perfil TH17 séo IL-17 e IL-21. Ao contrario dos mecanismos de diferenciacdo THl e
TH2, nos quais suas respectivas citocinas principais IFN-y e IL-4 atuam como
amplificadoras, a citocina principal IL-17 da célula Tul7 n&o amplifica sua
diferenciacdo, mas a citocina IL-21, que em colaboracdo com TGF-B amplifica a

diferenciacéo Tul7. Este perfil esta intrinsecamente envolvido com o desenvolvimento
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e manutencéo de diversas doencas autoimunes (KORN et al., 2007; NUTRIEVA et al.,
2007).

As células Treg, por sua vez, desempenham um papel fundamental na
manutencao da tolerancia a antigenos proprios. Apés a depuracao de patdgenos, ha
uma regulacdo negativa na resposta imune, protegendo assim contra
imunopatologias. As citocinas efetoras principais deste perfil incluem IL10 e TGF-
que suprimem também a producéo de IgE, mostrando assim o seu papel importante
na atenuacao da inflamacéo alérgica (LUCKEERAM et al., 2012).

As respostas imunes efetoras desreguladas ou exacerbadas contribuem para
o desenvolvimento de doencas alérgicas e autoimunes. As células Thl sé&o
potencialmente pro-inflamatorias e tém sido associadas a inducao e progressao de
doencas autoimunes, bem como as Thl7, de modo que podem ser alvos da terapia
farmacoldgica nestes casos (SOUZA et al., 2010).

Por fim, a imunidade humoral consiste na secrecdo de anticorpos pelos LB que
podem ser ativados de forma independente ou dependente de LT. No primeiro modo,
o LB pode ser estimulado em auséncia de LT por moléculas usualmente n&o proteicas,
poliméricas e que estimulam a producédo de imunoglobulinas (Ig) de baixa afinidade,
sobretudo, IgM. Nesta situacédo onde ha auséncia de LT, ndo séo geradas as citocinas
gue permitem a troca de classe das Ig, maturacéo de afinidade ou formacédo de LB de
memoria. J& na ativacdo LT dependente, a resposta se da contra antigenos proteicos
e requer que os LT helper também o reconheca para que atue de modo cooperativo
ao LB estimulando sua expanséo clonal, a mudanca de classe das (IgA, IgD, IgE, 1gG
e IgM) e a maturacéo da afinidade das imunoglobulinas e a diferenciacdo em LB de
memoria. Esta interacdo é possivel por meio de moléculas coestimuladoras que as
células B expressam em sua superficie. Assim, os LT expressam o CD40L que
interagem com CD40, presente na superficie de LB, além de CD28 cujos ligantes séao
B7-1 e B7-2 jA mencionados, que aumentam sua expressdo na superficie de LB
ativados. Esses dois pares de moléculas (CD40/CD40L e CD28/B7) geram a producao
de sinais estimulantes e induzem a producéo de diversas citocinas (CRUVINEL et al.,
2008).
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2.1.3 Acao anti-inflamatoria do Resveratrol

Apesar de 0 mecanismo de acdo do resveratrol ainda nao estar
completamente elucidado, o potencial benéfico deste composto sobre diversas
doencas inflamatdrias tem sido frequentemente demonstrado. Testes in vivo
evidenciaram que o resveratrol € capaz de inibir a atividade das enzimas COX, cruciais
na producao de diversas moléculas pro-inflamatorias e que, geralmente, sdo alvos de
AINES (KHANDUJA, BHARDWAJ e KAUSHIK, 2004; AFAQ, ADHAMI e AHMAD,
2003; AZIZ, AFAQ e AHMAD, 2004).

Além disso, o composto é capaz de atuar modulando a funcéo de receptores
celulares, genes inflamatoérios e fatores de transcricdo como o NF-kB, fortemente
envolvido no processo inflamatorio. Neste sentido, estudos demonstraram que o
resveratrol pode inibir edemas crénicos ou agudos induzidos quimicamente (JANG et
al., 1997; BOHM, ROSENKRANZ e LAUFS, 2004), reduzir a inflamacao das vias
aéreas (BIRREL et al., 2005) e a osteoartrite (ELMALI et al., 2005), ajudando também
a evitar a rejeicdo de enxertos (WU et al., 2005a; WU et al., 2005b), entre outras.
Soma-se as acdes ja mencionadas uma importante atuacdo do resveratrol na artrite
reumatoide por ser capaz de suprimir a proliferacdo celular, induzir apoptose via
caspase-3, além de exercer funcao protetora nos condrécitos contra injurias oxidativas
(ELMALI et al., 2007; DAVE et al., 2008).

Considerando as fun¢Bes do sistema imunologico e sua homeostasia, a
atividade de NF-kB parece desempenhar um papel crucial tanto na inflamacao aguda
guanto cronica, e sua funcdo aberrante poderia ser uma das principais causas de
doencas autoimunes e cancer (SVAJGER e JERAS, 2012). De maneira geral, Meyer,
Schreck e Baeuerle (1993) demonstraram em culturas de células que compostos
antioxidantes como o resveratrol sdo potenciais inibidores da ativacdo de NF-kB.
Neste sentido, Kumar e Sharma (2010) encontraram em ratos tratados com resveratrol
uma diminuicdo da expressédo de p65 que, junto com p50, forma um dos principais
heterodimeros de NF-kB, bem como uma discreta diminui¢cdo nos niveis de TNF-q, IL-
6 e COX-2. Ren et al. (2013) obtiveram resultados semelhantes, demonstrando que o
resveratrol reduziu a atividade de transcricdo de p65. Além disso, o resveratrol inibiu
a degradacao da proteina IkB-a, que precisa ser liberada do complexo com NF-kB

para que este migre para 0 nucleo e exerga sua regulacdo génica pro-inflamatoria.
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Deste modo, observa-se que o resveratrol suprimiu de forma eficaz a sinalizacao de
NF-kB através da inibicdo de suas atividades e da quinase IkB.

Outros resultados neste mesmo sentido foram encontrados por Fordham,
Naqvi e Nares (2014) onde o resveratrol foi capaz de diminuir a producgao das citocinas
como o TNF-a, IL-1qa, IL-1B, IL-6, e IFN-y, produzidas por células mononucleares do
sangue periférico na presenca de estimulo. As propriedades anti-inflamatorias deste
composto também se estende a diminui¢do da producao de quimiocinas como CCL2,
CCL3, CCL4 e CCL5. A reducédo nestas quimiocinas impacta, particularmente, no
recrutamento de mondcitos e de neutrdéfilos para os locais de inflamagéo. Ainda de
acordo com os autores, 0s niveis de G-CSF e GM-CSF, que promovem diferenciacdo
mieloide e potencializam a ativacdo do sistema imune, também foram reduzidos.

Além disso, o resveratrol ja foi associado a reducdo na expressao de
moléculas coestimuladoras presentes nas APCs, como CD40, CD80 e CD86, e ainda
MHCI e MHCII (KIM et al., 2002; SAITO et al., 2005; SVAJGER, OBERMAJER e
JERAS, 2010). Portanto, o resveratrol pode proporcionar uma nova abordagem para

o tratamento de doencas associadas a inflamacao e cancer.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Geral

Avaliar o potencial anti-inflamatorio de compostos analogos do resveratrol.

2.2.2 Especificos

- Analises in vitro

e Selecionar os analogos mais promissores por meio da analise da viabilidade de
células RAW 264.7.

e Determinar a LCso dos anélogos selecionados em células RAW 264.7.

e Determinar a acao antioxidante dos analogos.

e Avaliar o potencial anti-inflamatério dos analogos através da dosagem de Oxido
nitrico, citocinas e quimiocina.

¢ Determinar a influéncia dos analogos na expressao das moléculas MHCII, CD80 e
CD86.

e Determinar a influéncia dos analogos na proliferacdo celular de esplendcitos
estimulados.

e Determinar a influéncia dos analogos na expressdo da molécula CTLA-4 em

esplendcitos estimulados.

- Andlises in vivo

e Avaliar o potencial anti-inflamatério dos analogos mais promissores em modelo
murino de edema de orelha.
e Avaliar o potencial anti-inflamatério dos analogos mais promissores em modelo

murino de artrite.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Delineamento experimental

Foram realizados uma série de ensaios, partindo da analise in silico e
seguindo para testes in vitro, que direcionaram a escolha dos analogos com maiores
potenciais anti-inflamatorio para serem submetidos aos devidos testes in vivo. Na

figura 6 esta representado um fluxograma com o0s ensaios anti-inflamatoérios

realizados.
Sintese
15 analogos
Avaliacdo in silico
1 violagdo
Avaliagdo sobre a
viabilidade de RAW
264.7 e 4T1
Selecdo de 8 andlogos
Avaliaggo sobre a Atividade antioxidante _ Atl\.ucl?d_e anti-
viabilidade celular inflamatoria in vitro

NO, citocinas, quimiocina, proliferagdo,
coestimuladores

1774.A1, macrofagos

Capt do ion DPPH
peritoneais, LC50 aptura go lon

selecio de 4 andlogos

In vivo: edema de orelha Selegio de 2 analogos

In vivo: artrite induzida por Zy Proposicdo dos melhores
andlogos

Figura 6: Delineamento experimental com as etapas realizadas para
direcionamento dos analogos empregados nos ensaios in vivo.

Os ensaios in vitro foram organizados em duas etapas. A primeira etapa
constituiu na avaliagdo em ensaios de triagem com os 15 analogos para a selecdo

daqueles com menor influéncia na viabilidade de RAW 264.7. Para isso, foram
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utilizadas trés concentracfes do resveratrol e dos analogos sendo possivel analisar
guais 0s compostos mais promissores e a concentracao de trabalho mais eficaz para
0os mesmos. De forma complementar, verificou-se a viabilidade de outras linhagens
celulares expostos aos analogos (macrofagos peritoneais e J774.A1) e determinou-se
a concentracao letal para 50% (LCso) da populacdo de células RAW 264.7. Com base
nestes resultados, foi feita a primeira triagem dos analogos, sendo selecionados 8
deles.

J& a segunda etapa foi realizada apenas com os analogos selecionados e
consistiu na determinacdo da atividade antioxidante dos compostos; influéncia na
producdo de mediadores inflamatorios, expressao de moléculas coestimuladoras e no
indice de proliferacéo celular. Os resultados oriundos dos ensaios mencionados foram
direcionadores para a selecdo dos quatro analogos com maior potencial anti-
inflamatorio. Os ensaios in vivo foram realizados, portanto, com estes analogos sendo
o primeiro modelo o de edema de orelha que permitiu a selecdo dos dois analogos
mais promissores que foram os mesmos testados no modelo de artrite induzida por

zymosan, como forma de confirmar seu potencial anti-inflamatorio.

2.3.2 Preparo dos anélogos e do resveratrol

As substéancias foram dissolvidas em uma solugéo de etanol P.A. (VETEC) e,
em seguida, em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640)
(GIBCO) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibi6tico
contendo penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1ug/mL, GIBCO), de modo

gue a concentracgao final maxima de etanol utilizada nos ensaios foi de 0,1%.

2.3.3 Linhagens celulares

Nos ensaios de avaliacdo da viabilidade (citotoxicidade indireta) e producao
de mediadores inflamatdrios foram utilizados macréfagos murinos das linhagens RAW
264.7 (ATCC® TIB-71 ™) e J774.A1 (ATCC® TIB-67), gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Jair Adriano Kopke de Aguiar e Prof. Dr. Henrique Couto Teixeira,
respectivamente. Além disso, também foram utilizadas culturas priméarias de

macrofagos peritoneais e de esplendcitos oriundos de camundongos C57BL/6.



58

2.3.4 Culturas de células

As linhagens RAW 264.7 foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm?
(SARSTEDT) com meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de
antibiético e mantidas em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5%
de CO..

As células J774.A1 foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm?
(SARSTEDT) com meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) acrescido de
10% de SFB e 1% de antibiotico, assim como a linhagem MCF-7, embora para estas
células tenha sido adicionado 1% de insulina. Ambas foram cultivadas em estufa
umidificada a 37°C, 5% de CO..

A cada dois ou trés dias, realizou-se a troca do meio de cultura, monitorando
as células até alcancarem confluéncia de aproximadamente 80%, quando entédo foram
congeladas usando-se meio apropriado de congelamento (90% SFB, 10% DMSO,
VETEC), transferidas para garrafas maiores (75 cm3, SARSTEDT) ou ainda utilizadas
nos ensaios.

Uma vez que as linhagens celulares utilizadas sdo aderentes, para sua
remocdo do interior das garrafas utilizou-se um suporte plastico (cell scraper —
SARSTED) para RAW 264.7 e J774.Al.

2.3.5 Animais experimentais

Para os experimentos in vivo de edema de orelha foram utilizados
camundongos da linhagem BALB/C. Para os ensaios in vivo de artrite induzida por
Zymosan e ensaios in vitro (uso de macrofagos peritoneais e esplendcitos) foram
empregados camundongos da linhagem C57BL/6. Todos os animais utilizados foram
fémeas, clinicamente sadias, de idade entre 8 e 10 semanas fornecidos pelo Centro
de Biologia da Reproducgao (CBR) da UFJF. Durante todo o estudo, esses animais
foram mantidos no biotério do laboratorio de Imunologia, alimentados com racao
industrial e agua ad libitum, com ciclo claro/escuro de 12 horas.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais — CEUA/UFJF de acordo com os protocolos 027/2013, 031/2016 e 045/2016.



59

2.3.6 Influéncia dos analogos do resveratrol na viabilidade de células RAW 264.7
e J774.A1

A influéncia dos analogos do resveratrol na viabilidade celular foi avaliada pelo
método MTT ((brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), um teste
colorimétrico que quantifica a reducdo do reagente MTT em um composto roxo,
conhecido como formazan, por meio da acao de desidrogenases mitocondriais. A
presenca destas enzimas ativas € um indicativo de viabilidade celular (RISS et al.,
2013). Esta técnica pode ser utilizada como uma medida indireta da citotoxicidade ou
diminuicdo das funcdes metabdlicas celulares induzida por diferentes fatores, haja
vista que esta diretamente relacionada a uma funcdo bioquimica critica que € a
atividade mitocondrial (MOSMAN, 1983; RISS et al., 2013).

Além da realizacdo deste teste com células RAW 264.7, foi imprescindivel
incluir a linhagem J774.A1 uma vez que esta foi utilizada para verificar a influéncia
dos anélogos na producéo de IL-1f ja que, de acordo com Pelegrin et al. (2008), as
células RAW 264.7 sao deficientes na proteina ASC e, devido a isso, hdo sdo capazes
de processar a pro-IL-13 em IL-1pB.

Assim, para determinar a influéncia em sua viabilidade, células RAW 264.7 e
J774.A1 foram cultivadas até atingir a confluéncia necesséria e removidas conforme
previamente descrito. Em seguida, estas células foram contadas em camara de
Neubauer, utilizando-se o corante Azul de Tripan (Sigma), e transferidas para placas
de 96 pocos de fundo chato, na concentracdo de 2x10° células por poco. Esta
concentracéo foi adaptada do estudo de Huo et al. (2012). As células foram entao
incubadas por 24 horas antes da realizacado dos passos seguintes.

A segunda etapa do ensaio consistiu ha remocéo do meio de cultura presente,
com consequente retirada de células mortas, e adicdo de 200 pL de meio de cultura
suplementando (2% de SFB e 1% de antibidtico) contendo as substancias a serem
testadas em trés diferentes concentracdes (10, 25, 50 uM) em triplicata. Todas as
placas continham controles ndo tratados (apenas meio de cultura) e controle do
solvente utilizado no preparo das substancias, o etanol, nas concetra¢ges de 0,1%.

Apo6s 24h de incubacao para as células J774.A1 e 48 horas para RAW 264.7,
o sobrenadante foi removido e adicionada uma solu¢do de meio de cultura contendo

10% (v/v) do reagente MTT (5 mg/mL, Invitrogen), a qual foi plaqueada no volume de
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100 pL/poco. A placa foi incubada por um periodo de 2 horas e 30 minutos em estufa
incubadora a 37°C, 5% CO:2 (RISS et al, 2012). Ao final deste intervalo, o
sobrenadante foi descartado e o cristal de formazan foi ressuspendido em DMSO,
sendo realizada a leitura em espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices,
EUA) a 595 nm. O ensaio foi realizado trés vezes em triplicata.

Para fins de célculo do percentual de células viaveis expostas ao tratamento,
usou-se como referéncia o controle ndo tratado (meio) que foi considerado como
tendo 100% de viabilidade celular. Além de comparados com o0 meio, 0os analogos
foram avaliados de acordo com a ISO10993-5:2009 que estabelece que a viabilidade
celular ndo deva ser reduzida a valores inferiores a 70% no que diz respeito a

investigagdo de citotoxicidade de substancias in vitro.

2.3.7 Influéncia dos analogos do resveratrol na viabilidade de cultura priméria

de macrofagos peritoneais

Para extracdo de macrofagos peritoneais e esplendcitos foram utilizados
quatro camundongos da linhagem C57BL/6.

A inducdo dos macrofagos foi realizada pela injecéo intraperitoneal de 2 mL
de tioglicolato 3% estéril (GORDON, UNKELESS e COHN, 1974). Apés 4 dias, os
animais foram eutanasiados para a realizacdo de uma lavagem peritoneal onde 5 mL
de tampao fosfato-salino (PBS) gelado foram injetados e, em seguida, recolhidos com
seringa. O liquido coletado do periténio foi acrescido de PBS estéril até o volume final
de 10 mL e submetido a centrifugacdo a 600g, por 10 minutos. As células obtidas
foram ressuspendidas em 2 mL de meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 5%
de SFB e 1% de antibiético. A concentracao celular foi determinada por contagem em
camara de Neubauer com corante azul de tripan.

Os macrofagos foram entdo semeados em placas de 96 pocos de fundo chato
na concentracédo de 2x10° células por poco (SARSTEDT) (adaptado de PARK et al.,
2014). Para aderéncia, as células foram incubadas por 2 horas em estufa a 37°C, 5%
CO2, quando entdo foram lavadas com PBS estéril. A seguir, foi adicionado meio de
cultura contendo as substancias a serem testadas na concentracao de 50 pM. Foram
feitos controles néo tratados (apenas meio de cultura) e controle do etanol 0,1% (v/v).

As placas foram incubadas por mais 48 horas em estufa a 37°C, 5% CO2. Ao final
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deste tempo, realizou-se a analise da viabilidade celular pelo método de MTT,

conforme descrito no item 4.4.2.

2.3.8 LCso dos analogos do resveratrol para RAW 264.7

Foi determinada a concentracéo letal para 50% da populacéao celular (LCso)
para os analogos do resveratrol que corresponde quantidade de substancia
necessaria para reduzir em 50% a viabilidade de células tratadas, comparando-se
com células néo tratadas.

Para fins de célculo de LCso, foram realizados os ensaios de maneira idéntica
a descrita acima (item 4.4.4) para a linhagem RAW 264.7. ApGs serem semeadas e
aderirem a placa, as células foram expostas a 8 concentracdes distintas de cada
substancia em teste (1000, 800, 400, 200, 100, 50, 25 e 10 uM) por 48h, quando foi
aferida a taxa de viabilidade celular pelo método de MTT. Os dados foram tratados no
software GraphPad Prism, versao 5.00 (GraphPad Software Inc., EUA).

2.3.9 Avaliagao da atividade antioxidante do resveratrol e seus analogos

O método utilizado na avaliacdo da atividade antioxidante do resveratrol e
seus analogos baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por acdo de antioxidante
ou espécie radicalar, o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) que possui cor purpura, €
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
diminuicdo da absorbéancia. A partir dos resultados é possivel determinar a capacidade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres, bem como comparar o resultado com
substancias com relevante poder antioxidante (CALIL et al., 2012). Esta técnica foi
inicialmente proposta por Marco (1968), e neste ensaio foi utilizada a adaptacao
proposta por Calil et al. (2012).

As solucdes das substancias em teste foram preparadas utilizando-se etanol
como solvente em uma faixa que contemplou oito concentracdes diferentes entre 400
MM e 3,12 pM. Do mesmo modo, preparou-se a solugcdo de DPPH na concentracao
300 uM (120 pg/mL) que foi plagueada em um volume de 150 uL em todos 0S pocos
gue receberiam as substancias testadas. Em seguida, foram adicionados 50 uL das
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substancias em suas diferentes concentracbes. O poc¢o utilizado como controle
constava de 150 pL da solucdo de DPPH e 50 pL de etanol PA (solvente).

Apbs 30 minutos a placa de 96 pocos foi lida em espectrofotdbmetro a 515 nm,
sendo as leituras repetidas até total estabilizacdo das absorbancias.

O valor da concentracao inibitéria em que foi expresso o resultado representa
a quantidade de substancia antioxidante necesséaria para reduzir em 50% a
concentracgéo inicial do ion DPPH (ICsp), calculado a partir da equagéo obtida na curva
padrao para cada substancia, onde a absorbéancia corresponde ao eixo Y e a dilui¢ao,

ao eixo X.

2.3.10 Influéncia dos analogos do resveratrol no indice de proliferacéo celular

de esplendcitos

Para a avaliacdo da influéncia dos analogos do resveratrol no indice de
proliferacdo de esplendcitos foi utilizada a técnica descrita por Sharma et al. (2007)
com adaptacdes. Para isso, os bacos foram extraidos de camundongos C57BL/6.
Estes 6rgdos foram macerados em 10 mL de PBS utilizando-se peneiras de aco
estéreis e, a seguir, centrifugados por 5 minutos a 600g, 4°C. O sobrenadante
produzido foi descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de tampédo ACK
(Ammonium-Chloride-Potassium - 1% KHCO3 e 8% NH4Cl em agua destilada) por 5
minutos, em temperatura ambiente, no intuito de promover a lise osmotica dos
eritrécitos. Ao término desta etapa, 28 ml de PBS foram acrescentados e seguiu-se
nova centrifugacéo. Mais uma vez o sobrenadante foi descartado e os esplendcitos
obtidos foram ressuspendidos em 2 mL de meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de SFB e 1% de antibidtico.

A concentracdo das células foi determinada por contagem na camara de
Neubauer utilizando-se o corante azul de tripan e plaqueadas na concentracéo de 10°
células por poco. A seguir, foram adicionados os compostos na concentracdo de 50
HM.

Para observar a influéncia dos analogos na proliferacdo de linfécitos B,
utilizou-se lipopolissacarideo (LPS) obtido de Escherichia colli O55:B5 (Sigma-Aldrich)
como estimulo na concentracdo de 1pg.mL?, incubando-se por 1h e somente depois

deste tempo reservado para a estimulacdo das células, seguiu-se com a adi¢cédo dos
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analogos. Ja para estimular a diferenciacdo dos esplendcitos em linfécitos T,
empregou-se como estimulo Concanavalina A (5 mg.mL?, Sigma) (ConA) na
concentracdo de 5 pg.mL! previamente (1h) a adicdo dos analogos. Em seguida, as
placas foram incubadas por 72h a 37°C e sob atmosfera com 5% de COo..

Ao final da incubacéo, a proliferacdo celular foi determinada através do
método do MTT, conforme descrito no item “4.4.2”. O indice de proliferacao (IP) foi
calculado dividindo-se os valores determinados para as células estimuladas ou

estimuladas e tratadas pelo valor referente ao controle ndo estimulado.

2.3.11 Avaliacdo do potencial anti-inflamatério dos analogos do resveratrol

A investigacao in vitro do potencial anti-inflamatorio dos analogos consistiu no
doseamento de nitrito como indicador da produgédo de NO em culturas de células RAW
264.7, J774.A1 e macrofagos peritoneais; doseamento de citocinas e quimiocina em
culturas de células RAW?264.7 e J774.A1; expressao de MHCII e coestimuladores em

RAW 264.7; CTLA-4 em linfacitos; e indice de proliferacdo de esplendcitos.

2.3.11.1 Determinacao de Nitritos

A quantidade de nitrito presente no sobrenadante das culturas pré-
estimuladas por 1h com LPS (1pg/mL?t) e IFN-y (20U/mLt) foi determinada em
culturas de células RAW 264.7, J774.A1 ou macrofagos peritoneais e tratadas com 0s
compostos nas concentracdes de 10, 25 e 50uM no ensaio com RAW 264.7 e 50uM
no ensaio com J774.A1 e macréfagos peritoneais. As placas foram incubadas por 48h
qguando foi mensurada a quantidade de nitritos produzida pelas culturas como um
indicador da producao de NO por meio da Reacéo de Griess (GUEVARA et al., 1998).

Para tanto, foram adicionadas 50uL do sobrenadante obtidos das culturas
tratadas a 25pL de uma solugcéo de sulfanilamida (0,59 de sulfanilamida em uma
mistura de 5mL de acido cloridrico (HC¢) concentrado e 30mL da agua, sendo a
solucéo resultante diluida com agua destilada, para 50,0 mL, em baldo volumétrico),
aguardando-se 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 25uL de uma solugéo de NED
(0,05 g do cloridrato de N-(1-naftil)etilenodiamina (NEED), em agua e diluida para 50,0

mL em baldo volumétrico). Em seguida, foi efetuada a incubacdo a temperatura
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ambiente por 10 minutos e posterior leitura em espectrofotometro a 540 nm. A
quantidade de nitrito (NO2) nas amostras foi obtida por meio de curva padrédo de
diluicdo seriada de uma solugcdo de NaNO:2 na concentracdo de 200 uM (GUEVARA
et al., 1998).

O ensaio foi realizado trés vezes, em triplicata, e os resultados expressos em

UM, comparando-se com os controles estimulado e ndo estimulado.

2.3.11.2 Dosagem de citocinas

Utilizando-se o sobrenadante de culturas de RAW 264.7 e J774.A1 expostas
aos compostos testados (50uM) por 48h e 24h, respectivamente, foi procedida a
dosagem de citocinas IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a e quimiocina CCL-2 (MCP-1)
(RAW264.7) e IL-1p (J774.A1), pelo método imunoenzimatico (ELISA) do tipo
sanduiche, usando kits comerciais (Becton & Dickinson Company ou R&D Systems),
conforme protocolo do fabricante.

As concentragfes das citocinas foram determinadas em comparacdo as
curva-padrdo obtidas. A absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdmetro
a 450 nm.

O ensaio foi realizado em triplicata, no minimo duas vezes e os resultados

expressos em ng/mL ou pg/mL.

2.3.11.3 Influéncia dos analogos do resveratrol sobre a expressdo de MHCII e

moléculas coestimuladoras em RAW 264.7 e CTLA-4 em esplendcitos

A avaliacdo da influéncia do resveratrol e seus analogos na expressao de
MHCII e das moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 por células RAW 264.7 foi feita
por citometria de fluxo de acordo com adaptacfes a técnica de Sharma et al. (2007).
Para tanto, as células foram plaqueadas na concentracédo de 2x10° células por poco
e mantidos em placas de 24 pocos quando entdo foram estimuladas com LPS
(1pg/mL) e IFN-y (20U/mL) e expostas ao tratamento com as substancias testadas na
concentracéo de 50 uM por 24h. Ao fim do periodo de incubacéo, as placas contendo
as células tiveram o sobrenadante recolhido e adicionou-se 100 ul de tampéo de
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FACS (PBS com 1% de SFB e 0,09% de azida (NaNOs3)) gelado em cada poco
homogeneizando-se com a pipeta 10 vezes de modo que os macréfagos se
desprendessem do fundo da placa, sendo transferidos para placas de 96 pocos fundo
em “U”.

A avaliacdo de CTLA-4 em esplendcitos foi iniciada com a retirada do baco e
plagueamento dos esplendcitos de modo idéntico ao descrito anteriormente (item
4.4.7).

As etapas seguintes para RAW 264.7 e esplendcitos foram idénticas e
consistiram na centrifugacdo das placas a 250g por 10 minutos e 0 sobrenadante
removido por inversdo rapida da placa. Os macréfagos foram ressuspendidos no
volume residual e foram adicionados, a cada poc¢o, 20uL de solugdo de tampéao de
FACS acrescida de anticorpo anti-CD80 (Clone 16-10A1), anti-CD86 (clone GL1), anti-
MHC (Clone AF6-120) (Becton & Dickinson) na concentracdo de 0,5ug por poco.
Estes anticorpos apresentavam as marcacoes ficoeritrina (PE). Ja os esplendcitos
foram ressuspendidos no volume residual e foram adicionados a cada pog¢o 20uL de
solugcéo de tampéo de FACS acrescida de anticorpo anti-CD3 (Clone 17A2) com a
marcacao peridinina clorofila (PercP), anti-CD19 (clone HIB19) com a marcacao
aloficocianina (APC), anti-CTLA-4 (Clone UC10-4B9) com a marcacdo PE. Estes
anticorpos (Becton & Dickinson) foram utilizados na concentracdo de 0,5ug/poco.

Seguiu-se entdo uma incubacéo por 30 minutos a 4°C e acrescentou-se 200
pl/poco de tampéao de FACS seguido de centrifugacéo (2509, 10 minutos), sendo esse
procedimento realizado duas vezes. As células foram entdo ressuspendidas em 250
pl de tampéo de FACS e transferidas para tubos especificos para FACS (CORNING).
As amostras foram coletadas em citobmetro de fluxo FACScanto Il (Becton &
Dickinson), onde 30.000 eventos foram adquiridos.

Os resultados foram analisados pelo software Flowjo. A zona de macrofagos
ou esplendcitos foi demarcada de acordo com o tamanho (FSC) x granulosidade
(SSC) caracteristicos de cada célula e a média de intensidade de fluorescéncia (MIF)

destas células foi determinada.
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2.3.12 Analise estatistica dos ensaios in vitro

Os dados numéricos foram analisados por meio do programa estatistico
Graph Pad Prism 5.00, utilizando-se o teste ndo-paramétrico ANOVA seguido do pos-

teste de Dunnet ou Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,01.

2.3.13 Ensaios in vivo

Neste topico serdo apresentados 0s ensaios em modelos animais de edema

de orelha e artrite induzida por Zymosan.

2.3.13.1 Atividade anti-inflamatéria dos analogos do resveratrol em modelo de edema

de orelha

No teste de edema de orelha verificou-se a atividade anti-inflamatoria dos
analogos do resveratrol, por meio de aplicacao tépica dos mesmos, em situacdes de
inflamacdo aguda desencadeada pelo Oleo de créton (PINTO et al.; 2015). Este
agente flogistico estimula a producao de mediadores pro-inflamatérios que promovem
a vasodilatacao, infiltracdo de leucocitos e extravasamento de plasma, conduzindo
assim a instalacéo dos sinais classicos da inflamacédo (DE BERNARDIS et al., 1994).

O teste foi conduzido em um Unico dia, com uma aplicacéo Unica de 20uL de
oleo de croton (2,5% em acetona) (v/v) na orelha direita do animal e um minuto apos,
do composto a ser testado, sem necessidade de sedagédo ou anestesia. Os grupos
foram formados por animais escolhidos de modo randomizado e cada grupo foi
submetido as seguintes intervencoes:

1) Controle negativo (n=6) — os animais receberam uma aplicacdo topica
(20pL) de oleo de croton a 2,5% em acetona na orelha direita e foram tratados com
acetona (veiculo utilizado para a solubilizagdo dos compostos) (20pL).

2) Controle positivo (n=6) — 0s animais receberam uma aplicacdo topica
(20uL) de dleo de croton a 2,5% em acetona na orelha direita e foram tratados com

0,1mg de dexametasona em 20 pL de acetona.
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3) Resveratrol (n=6) - os animais receberam uma aplicacdo topica (20uL)
de oleo de créton a 2,5% em acetona na orelha direita e tratados com 0,1mg de
resveratrol em 20pL de acetona.

4)  Andlogos selecionados (AR07, AR13, AR23, AR25 e AR33) (n= 6 para
cada analogo) - os animais receberam uma aplicac&o tépica (20uL) de éleo de créton
a 2,5% em acetona na orelha direita e tratados com 0,1mg de analogo 1 em 20 pL de
acetona.

Como este ensaio ja foi realizado previamente por Pinto et al. (2015) que
estabeleceu a dose de 0,1mg de dexametasona por orelha, manteve-se esta dose que
também foi utilizada para todos os compostos em questdo, tendo em vista a
possibilidade de comparar diretamente a agdo dos compostos em estudo com a
dexametasona.

Apos o processo de inducéo da inflamacao e tratamento com 0s compostos,
aguardou-se 4 horas, quando entdo foi realizada a eutanasia dos animais. Em
seguida, foram retiradas as duas orelhas de onde se cortou um fragmento central de
tamanho padronizado (6 mm, bidpsia com punch) que foi pesado, permitindo a
comparacao entre a massa do fragmento da orelha direita (inflamacé&o induzida) e do
fragmento da orelha esquerda (sem inflamacéo). A diferenca entre a massa da orelha
direita e esquerda foi tratada estatisticamente. Este fragmento foi dividido ao meio e
uma metade foi processada para andlises morfolégicas e a outra, utilizada para
determinacao da producéao de citocinas, CCL2 e atividade da enzima mieloperoxidase

no tecido (conforme sera descrito nos itens 4.5.4 e 4.5.5).

2.3.13.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria do resveratrol e analogos em modelo

de artrite induzida por Zymosan

A artrite experimental foi induzida segundo a técnica utilizada por Dimitrova e
colaboradores (2010), onde, um processo inflamatdrio articular desenvolve-se pela
administragao de 180ug de zymosan (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
dissolvido em solucéo salina estéril, na regido da articulagéo talocrural e subtalar

(direita e esquerda) dos membros posteriores (figura 7) de camundongos.
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Figura 7: Administracdo de Zymosan na regido da articulagdo talocrural e
subtalar.

O Zymosan (Zy) € um composto capaz de ativar o complemento pela via
alternativa e de induzir a secrecdo enzimatica dos macréfagos, quando injetados nas
articulacdes de camundongos. No periodo de 7 dias apés a injecao intra-articular de
Zy, é possivel observar um quadro de artrite inflamatoria crénica com infiltragdo de
células mononucleares, hipertrofia sinovial e formacéo de pannus (KEYSTONE et al.,
1977).

Sendo assim, para este ensaio foram formados seis grupos com seis animais
cada, escolhidos de modo randomizado e submetidos as seguintes intervengdes de
acordo com o grupo em que estavam alocados:

1) Controle negativo (n=6) — 0s animais receberam uma injecdo contendo
20pL de salina 0,9% estéril nas patas traseiras. Este grupo recebeu como tratamento
1mL de solucgéo salina 0,9% + etanol 0,1% estéril por via IP durante 5 dias.

2) Controle positivo (n=6) — os animais receberam uma injecdo contendo
zymosan diluido em salina 0,9% estéril + etanol 0,1% (180ug de Zymosan em 20 uL
de veiculo, igual para todos 0s grupos) nas patas traseiras. Este grupo recebeu como
tratamento 1 mL de solucéo salina 0,9% estéril por via IP durante 5 dias.

3) Resveratrol (n=6) - o0s animais receberam uma injecdo contendo
zymosan diluido em salina 0,9% + etanol 0,1% estéril nas patas traseiras. Este grupo
teve por tratamento a administracdo de 1 mL de uma solucéo de resveratrol em salina
0,9% estéril por via IP, na concentracao de 50 mg/Kg/dia durante 5 dias.

4)  Andlogos selecionados 1 (n=6) - os animais receberam uma injecao

contendo zymosan diluido em salina 0,9% + etanol 0,1% estéril nas patas traseiras.
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Este grupo teve por tratamento a administracdo de 1 mL de uma solucdo do analogo
em salina 0,9% + etanol 0,1% estéril por via IP, na concentracdo de 50 mg/Kg/dia
durante 5 dias.

5) Dexametasona (n=6) - 0s animais receberam uma injecdo contendo
zymosan diluido em salina 0,9% + etanol 0,1% estéril nas patas traseiras. Este grupo
recebeu como tratamento 1 mL de uma solucédo de dexametasona (4mg/Kg/dia) em
salina 0,9% estéril + etanol 0,1% por via IP, na concentracdo de 50 mg/Kg/dia durante
5 dias (FLECKNELL, 2009; MORAIS et al., 2010).

De acordo com o modelo descrito por Anjos et al. (2015), ap6s a inducéo da
inflamacédo pela injecdo do Zy, aguardou-se por 5h para iniciar-se os tratamentos
propostos, sendo este tempo padronizado como suficiente para a observacao do inicio
do infiltrado inflamatdrio. Foi realizado o tratamento por 5 dias e 24h apds a ultima
administracdo, os animais foram eutanasiados para remoc¢do das patas traseiras
contendo as articulacdes de interesse, as quais uma foi encaminhada para anélise
morfolégica e a outra, para doseamento de citocinas e quimiocina nos tecidos
(conforme descrito nos itens 4.5.4 e 4.5.5). Foram removidos também os bacos de
todos os animais, sendo 0s mesmos pesados e feita relacdo com a massa do animal

para avaliar atrofia ou hipertrofia esplénica.

2.3.14 Analises morfoldgicas

Os testes descritos acima - artrite induzida por Zy e edema de orelha -,
originaram materiais que foram submetidos a analises histologicas. Deste modo,
imediatamente apos as articulagdes de ambos os membros posteriores, bem como a
orelha direita serem removidas, lavadas em agua destilada estéril para retirada do
excesso de sangue e dissecadas.

Para as analises morfolégica por histologia, as pecas foram fixadas em
paraformaldeido tamponado 4% (pH 7,4), durante 24 horas, descalcificado em
solucéo de &cido nitrico 5% por 48 horas e em seguida lavados em &gua corrente por
24h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas, diafanizados e incluidas em
parafina (Histosec-Merck). Foram obtidos cortes longitudinais com 3 um de espessura,
os quais foram desparafinizados e hidratados. Os cortes em laminas foram corados

pela hematoxilina e eosina (HE) para analises morfolégicas.
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As analises morfologicas foram realizadas utilizando microscopio Olympus
(BX53F) equipado com as objetivas U-PlanFL N 4/0.13, 10/0.30, 40/0.75 e 100/0.85.
As imagens foram capturadas por uma caméra Olympus DP73 e através de software
Cell Sens Imaging (5.1 version, Olympus, EUA).

Nas laminas confeccionadas a partir dos membros posteriores (artrite induzida
por Zy), de acordo com Anjos et al. (2015), procedeu-se uma analise para
quantificacdo da area do infiltrado inflamatorio principal utilizando o software Image
Pro Plus (Media Cybernetics, Inc.), onde a densidade celular do infiltrado inflamatério
foi obtida utilizando 5 campos focalizados (objetiva de 100X). Para estabelecer a
densidade absoluta de células no infiltrado inflamatério foi calculada usando-se a

formula:

Densidade absoluta = n°® de células no campo X area total do infiltrado

Area do campo avaliado

2.3.15 Dosagem de mediadores inflamatorios nos tecidos - citocinas,
guimiocina e atividade da mieloperoxidase

Para a obtencdo do homogenato a partir de fragmentos das orelhas ou dos
membros posteriores dos animais foram utilizados para cada 100 mg de tecido 2 mL
de PBS contendo inibidores de proteases (0,1mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1mM
cloreto de benzeténio, 10mM de &cido etileno diamino tetra-acético (EDTA) e 2 L de
aprotinina A) e 0,05% de Tween 20, procedendo-se a maceracao.

A seguir, as amostras foram centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes foram armazenados a -20° C, até serem utilizados para dosagem
de citocinas e quimiocinas atraves de ELISA. O sobrenadante do homogenato das
orelhas foi utilizado para as dosagens de IL-1, IL-6, CCL2 e mieloperoxidase. Ja o
sobrenadante oriundo dos membros posteriores foi utilizado para as dosagens de IL-
1B, IL-6, TNF-a e CCL2. A dosagem de citocinas e quimiocinas foi realizado por meio
de kits (BD) e todos os procedimentos seguiram as instrucdes do fabricante.

A determinacdo da atividade enzimatica da MPO foi feita de acordo com a
técnica adaptada descrita por Pulli et al. (2013). Deste modo, foram utilizados os

precipitados resultantes da centrifugacdo anterior. Para isso, eles foram
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ressuspendidos em solucdo salina 0.2% gelada e homogeneizados. Apés 15
segundos, foi adicionada uma outra solucao salina (NaC¢ 1.6% e glicose 5%) e eles
foram novamente homogeneizados e, desta vez, centrifugados a 440 x g por 10
minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 75 uL
de solucdo de brometo de hexadecil-trimetil-aménio (HTAB) 0,5%. Em seguida, a
solucédo preparada anteriormente foi submetida ao congelamento com nitrogénio e
descongelamento em temperatura ambiente por 3 vezes consecutivas e centrifugadas
a 700 x g durante 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram plagueados em placas
de 96 pocos de fundo chato e, a eles, foi adicionada uma solucédo tamp&o citrato
(citrato 0.1M, H202 0.04%, OPD 0.04%) na mesma proporgdo. Apdés 15 minutos, a
absorbéancia foi lida em espectrofotbmetro acoplado a leitor de microplacas
(SpectraMax 190, Molecular Devices) a 490 nm e os resultados expressos em unidade

de densidade 6tica (DO) e comparados com o controle inflamado.

2.3.16 Analise estatistica dos ensaios in vivo

Os dados numéricos foram analisados por meio do programa estatistico
Graph Pad Prism 5.00, utilizando-se o teste ndo-paramétrico ANOVA seguido do pos-

teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia adotado foi de p<0,01.


http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/Hexadecyltrimethylammonium+bromide
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Selecéo dos analogos do resveratrol segundo a influéncia na viabilidade
de células RAW 264.7

Os anélogos do resveratrol foram avaliados quanto a sua influéncia na
viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7, como uma medida indireta de sua
citotoxicidade. Nestes ensaios foram utilizadas trés concentra¢cdes distintas de cada
analogo (50, 25 e 10 pM), visando selecionar aqueles compostos com menor
influéncia na viabilidade celular e, portanto, menor potencial citotoxico.

Conforme demonstrado na figura 8, os compostos AR16, AR32, AR35, AR38,
AR39, AR70 e AR76 reduziram a viabilidade significativamente em comparacao ao
meio na concentracdo de 50uM, contrastando-se com o0 resveratrol que nao
apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentragdes avaliadas. Ademais, esses
compostos induziram uma reducao da viabilidade para valores inferiores a 70%, valor
este estabelecido como limite minimo aceitdvel no presente estudo seguindo a
1ISO10993:2009. O etanol, utilizado como solvente para os analogos na concentragcéo
maxima de 0,1%, também foi testado nesta concentracao e ndo alterou a viabilidade
das células (dados ndo mostrados).
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Figura 8: Avaliacdo dainfluéncia dos analogos do resveratrol sobre aviabilidade
de células RAW 264.7 nas concentra¢cdes de 10uM, 25 uM e 50 pM. Células RAW
264.7 foram plagqueadas na concentragdo de 2.10° células por pogo e expostas as
concentracdes de 10, 25 e 50 uM dos anéalogos ou do resveratrol. Apdés um periodo
de 48h de incubacao, foi feita a avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT.
O resultado foi expresso em percentual de sobrevivéncia celular calculado
comparativamente ao controle (meio). O etanol 0,1% (ndo demonstrado) nao
influenciou a viabilidade. *diferenca na comparacdo com o meio (ANOVA/Dunnet,
p<0,01). RVT: resveratrol.

Assim, uma vez que os compostos AR16, AR32, AR35, AR38, AR39, AR70 e
AR76 apresentaram importante influéncia na viabilidade de células RAW264.7, estes
compostos foram excluidos dos ensaios posteriores. Dentre os compostos eleitos para
as andlises seguintes encontram-se sete iminas (AR07, AR08, AR13, AR22, AR23,
AR25, AR26) e uma hidrazona (AR33).

2.4.2 LCso dos analogos do resveratrol sobre células RAW 264.7

Uma vez determinado quais os analogos néo influenciam na viabilidade de

células RAW 264.7 e que sao capazes de reduzir a viabilidade de células tumorais, foi
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determinada a LCso dos compostos em células da linhagem RAW 264.7, conforme

exposto na tabela 4.

Tabela 4: Perfil de toxicidade do resveratrol e analogos em células RAW 264.7,

expressos em LCso (UM).

COMPOSTO L Cso (UM)
ARO7 87,42+0,75

AR08 118,2+1,8¢
AR13 83,47+1,5P

AR22 229,4+1,09

AR23 54,4+0,92
AR25 242,1+2,0¢

AR26 398,5+1,8¢

AR33 53,9+0,62
Resveratrol 89,62+0,6°

Médias seguidas pela mesma letra mintscula nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Diante dos valores de LCsp obtidos para os analogos, observou-se que 0s
compostos AR07, AR13, AR23 e AR33 apresentaram valores de LCso inferiores ao do
resveratrol, porém, estatisticamente, apenas o0s analogos AR23 e AR33
demonstraram-se diferentes do mesmo. Os demais analogos necessitaram de
concentracfes iguais ou superiores ao do composto precursor para causar toxicidade

a 50% da populacéo celular.

2.4.3 Influéncia dos analogos do resveratrol na viabilidade de células da
linhagem J774.A1 e macrofagos peritoneais

Com a finalidade de ampliar o painel celular testado para citotoxicidade dos
analogos e, consequentemente, a seguranca em uséa-los, células da linhagem
J774.A1 foram expostas a concentracao de 50uM (a maior concentracao estabelecida
neste estudo), e procedida a avaliagcdo da viabilidade celular pelo método do MTT
(Figura 9).
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Figura9: Avaliacdo dainfluénciados analogos do resveratrol sobre a viabilidade
de células J774.A1 na concentracao de 50 uM. Células J774.A1 foram plaqueadas
na concentragdo de 2.10° células por poco e expostas as concentracdes de 50uM dos
analogos ou do resveratrol. Apés um periodo de 24h de incubacéao, foi feita a avaliacéo
da viabilidade celular pelo método de MTT. O resultado foi expresso em percentual de
sobrevivéncia celular calculado comparativamente ao controle (meio). O etanol 0,1%
(n&o demonstrado) nao induziu diminuicdo da viabilidade. *diferenca em relacdo ao
meio (ANOVA/Dunnet, p<0,01). RVT: resveratrol.

Frente as células J774.A1, apenas os analogos AR0O7 e AR08 apresentaram
uma reducdao significativa da viabilidade reduzindo, respectivamente, para 78% e 79%
sendo, por isso, estatisticamente diferentes do grupo controle n&o tratado (meio). No
entanto, como mesmo sob acéo destes compostos ndo houve reducéo inferior a 70%,
conforme preconizado na 1S010993-5:2009, os andlogos ndo foram considerados
toxicos para a linhagem J774.A1. E importante ressaltar que, como esta linhagem foi
utilizada para avaliar a producéo da citocina IL-13 que atinge seu pico de produgao
em torno de 24 horas, este tempo foi selecionado para a andlise da viabilidade celular.

Visto que células de culturas primarias apresentam diversas diferencas em
relagdo a células de linhagens imortalizadas, sendo em geral mais sensiveis (KAUR
e DUFOUR, 2012), o mesmo teste de viabilidade foi entdo realizado em cultura
priméria de macréfagos peritoneais apos 48 horas de exposi¢do aos analogos (50uM)
(Figura 10).
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Figura 10: Avaliacao dainfluéncia de analogos do resveratrol sobre a viabilidade
de macrofagos peritoneais na concentragdo de 50 pM.

A producao de macrofagos foi estimulada em camundongos C57/BI-6 pela inje¢&o peritoneal
de 3mL de tioglicolato de sodio 2% (m/v) 72h antes do ensaio. Apés eutanasia, os macréfagos
foram retirados, lavados e plaqueadas na concentragcéo de 2.10° células por poco. As células
foram expostas a concentracdo de 50uM dos anélogos ou do resveratrol. Apds um periodo de
48h de incubacéo, foi feita a avaliagéo da viabilidade celular pelo método de MTT. O resultado
foi expresso em percentual de sobrevivéncia celular calculado comparativamente ao controle
(meio). O etanol 0,1% (ndo demonstrado) né&o influenciou na viabilidade. *diferenca na
comparacado com o meio (ANOVA/Dunnet, p<0,01). RVT: resveratrol.

Com base nestes resultados foi possivel observar que os analogos ARO07,
AR08, AR13, AR22, AR23 e AR25 reduziram a viabilidade celular quando comparada
a viabilidade do meio (controle do ensaio), porém sem atingir valores inferiores a 70%.
A menor viabilidade observada ocorreu apos a exposicdo ao AR08, sendo igual a
73,5%. Desta forma, semelhante ao descrito previamente, estes compostos ndo foram
considerados toxicos segundo a ISO 10993-5:2009. Sendo assim, na concentracao
de 50uM, os analogos ndo foram toxicos para células RAW 264.7, J774.A1 e
macréfagos peritoneais.

Em concordancia com o observado previamente, o solvente etanol (0,1%) ndo

demonstrou reducao da viabilidade celular gquando comparado ao meio.

2.4.4 Potencial antioxidante dos analogos do resveratrol

Diversos estudos tém relacionado o potencial antioxidante do resveratrol com
suas atividades anti-inflamatérias, podendo este ser um ponto chave de seu
mecanismo no contexto do sistema imune. Além disso, a atividade antioxidante

também tem uma intrinseca relacdo com o potencial anti-tumoral de uma substancia.



7

(BOVE, LINCOLN e TSAN, 2002). Devido a isso, a atividade antioxidante dos
analogos do resveratrol também foi avaliada pelo método de captura do ion DPPH.
Os resultados, expressos em ICso (UM), estédo dispostos na tabela abaixo, bem como
o coeficiente de relagdo (r) da equacédo da reta utilizada para o calculo deste valor
(Tabela 5).

Tabela 5: Atividade antioxidante expressa em ICso (UM) do resveratrol e anélogos,
pelo método DPPH e coeficiente de relagéo (r) obtido.

ESTRUTURA
COMPOSTO ) ICs0 (UM) R
QUIMICA
OH
ARO7 45.8+3.3 0,9970
N N\
OMe
OH
AR08 @NL@ 35.9+3.204 0,9930
HO
OH
OH
AR13 N 34.5+1.6¢ 0,9932
OMe
OH
N N + b
AR22 @’ @ on 49.145.3 0,9932
HO
AR23 Protegido 43,6+1.6b¢ 0,9812
OH
AR25 @N 36.642.9¢ 0,9824
N\
@—cozH
OH
HOC
AR26 N >: 34.1+1.9¢ 0,9968
\§
AR33 Protegido 27,4+1.29 0,9949
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YN
Resveratrol 65.6+3.22 0,9994

OH
Diferentes letras representam médias distintas (one-way ANOVA/Tukey, p<0,01).

Conforme demonstrado na tabela 5, todos os analogos avaliados
apresentaram potencial antioxidante superior ao do resveratrol, com destaque para 0s
analogos AR08, AR13, AR26 e AR33 que apresentaram os menores valores de |Cso.

O valor de ICs0 encontrado para o resveratrol baseado na captura do radical
DPPH (65,06 uM) foi préximo ao encontrado por Wang et al. (2014) 70,22 uM,

considerada as diferencas nas condicfes de trabalho.

2.4.5 Determinacdo do potencial anti-inflamatdrio in vitro dos analogos do

resveratrol

Os resultados a seguir fazem parte da determinacdo da atividade anti-

inflamataoria in vitro dos analogos do resveratrol.

2.4.5.1 Influéncia dos analogos do resveratrol na producdo de NO por células RAW
264.7

Para determinar se 0s compostos selecionados apresentavam alguma
atividade sobre a producédo de NO, um importante mediador inflamatdério, células RAW
264.7 foram pré-estimuladas com LPS (1pg.mL?) e IFN-y (20u.mL) por uma hora e
em seguida tratadas com diferentes concentragfes dos analogos (10, 25 e 50uM).
Apos 48 horas, a concentragdo de NO foi determinada no sobrenadante das culturas
(Figura 11).
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Figura 11: Avaliacdo da producédo de 6xido nitrico (NO) por células RAW 264.7
pré-estimuladas e tratadas com analogos do resveratrol em diferentes
concentracdes. Células RAW 264.7 foram plaqueadas na concentragdo de 2.10°
células por poco e estimuladas com LPS (1ug.mLt) e IFN-y (20U.mL"t). Apds 1 hora
de estimulo, as células foram tratadas com resveratrol ou analogos nas concentracfes
de 50, 25 e 10uM. Apds 48h, foi realizado o doseamento de nitritos por meio da reacao
de Griess. O resultado foi expresso em uM e comparado com a producdo de NO
apresentada pelo controle estimulado e ndo tratado. A influéncia do solvente (etanol
0,1%) também foi avaliada e ndo induziu diminuicdo nos niveis de NO (ndo
demonstrado) (“a” diferentes em relagao ao resveratrol; “b” diferente em relacao ao
controle ndo tratado (LPS+IFN-y) (one-way ANOVA/Tukey, p<0,01).

De acordo com o gréafico da figura 11, todos os analogos avaliados foram
capazes de reduzir a producdo de NO de maneira significativa, inclusive na
concentracdo mais baixa testada (10uM). Nas presentes condi¢cdes de estudo, 0
resveratrol também foi capaz de reduzir a producdo de NO, embora de maneira menos
eficiente que os analogos em questéao.

Ao se comparar qualquer uma das trés concentracdes testadas dos analogos
com a mesma concentracdo do resveratrol foi possivel perceber o maior potencial dos
analogos na diminuicéo dos niveis de NO, exceto no caso dos analogos AR07 e AR13
na concentracdo de 10puM. Deste modo, os resultados revelaram que todos os
analogos nas concentracdes de 25 e 50 uM s&o mais efetivos que o resveratrol no
teste em questao.

O mesmo ensaio foi realizado com células J774.A1 e com macréfagos
peritoneais, utilizando-se a concentracdo de 50uM dos andélogos, fornecendo

resultados muito semelhantes aos obtidos com RAW 264.7.
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2.4.5.2 Influéncia dos analogos do resveratrol na producao de citocinas

Uma das principais respostas do sistema imune inato a infecgdes e danos
teciduais é a secrecao de citocinas, as quais sdo extremamente importantes nas
respostas inflamatorias agudas (HAFLER, 2007). Assim, uma vez que o0s analogos do
resveratrol foram capazes de reduzir significativamente a producdo de NO, sua acao
sobre importantes citocinas envolvidas nas respostas inflamatérias (IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-12, IFN-y e TNF-a), assim como sobre a quimiocina CCL2, também foi determinada
(Tabela 6).

Tabela 6: Influéncia do resveratrol e analogos (50uM) na producdo de e
quimiocina em células RAW 264.7 (CCL-2, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a), J774.A1 (IL-

1B) e esplendcitos (IFN-y).

CCL-2 IL-1B IL-6 IL-10 IL-12 TNF-a IFN-y
(ng.mL™) (pg.mL) (ng.mL™) (pg-.mL™) (pg-.mL™) (ng.mL™)  (ng.mL?)
Meio 2,90+0,01* ND+0* 0,4+0,1* 167,0+15,6* 38,7+49,5* 15,443,6*  2,4+0,8*
Estimulo 12,730,10 382,3+50,0 2,9+0,3 401,0+1,6 4839,2+2,2 58,6+7,4  6,8+0,1
ARO7 7,90+0,04* 88,2+11,4* 2,1+0,2* 189,3+5,2* 4,7+0,3 44247 6,1%1,0
AR08 7,20£0,10* 62,3+27,1* 2,2+0,2* 130,9+19,7* 5,542,1* 58,4467  5,2+0,9
ARI13 9,70+0,05* 120,3+28,1* 2,2+0,1* 197,446,1* 7,7+0,6* 60,5¢0,8  3,5+0,8*
AR22 5,50+0,08* 188,3+11,5* 2,2+0,1* 93,9+7,4* 9,3+1,5* 44.8+4,7+  4,3+0,04*
AR23 2,50+0,04* 132,0+19,9* 1,50+0,3* 100,0+1,7* 5,442 0 33,4+0,8%  3,5+0,4*
AR25 3,700,04* 53,4+16,7* 2,2+0,2 181,646,1* 12,7+1,3* 30,6+¢3,9*  6,7:0,3
AR26 6,10+0,05* 76,7+36,3* 2,3+0,2 317,045,3 34,0+7,5* 57,4%#3,1  4,7+0,9
AR33 2,20+0,03* 1,3+0,2* 2,5+0,2* 138,5+0,5* 9,2+1,1* 36,8£2,1%  1,7+0,5*
RVT 6,60+0,01* 159,7+33,5* 1,6+0,1* 165,645,3* 1036.0+209,6  31,0+0,8*  1,6+0,4*

* significativo em relacéo ao controle estimulado (one-way ANOVA/Dunnet, p<0,01). ND — ndo

determinado. RVT — resveratrol.

Em concordancia com a reducdo na producdo de NO, os resultados
demonstraram que todos os analogos foram capazes de promover uma significativa
diminuicdo na producéo de, pelo menos, trés das citocinas avaliadas.

Mereceu destaque a atividade apresentada pelos compostos AR07, AR22,

AR23, AR25 e AR33, uma vez que foram capazes de promover a redugéo de todos
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os mediadores de caréater inflamatorio (CCL-2, IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-q)
guando comparados ao controle estimulado. Com relacdo ao AR26, apesar ter sido o
anico analogo que nao diminuiu os niveis de IL-10, este ndo foi capaz de reduzir
importantes citocinas envolvidas no processo inflamatério, tais como IL-1B, IFN-y e
TNF-a.

Com relagéo a IL-10, observou-se in vitro uma diminuicdo em seus niveis por
células expostas aos anélogos, com excecao de AR26. Com base neste achado, pode
se inferir que a reducao na producdo das outras citocinas nao foi uma consequéncia

de um aumento na producéo de IL-10.

2.4.5.3 Influéncia dos anélogos do resveratrol na expressao a molécula MHCII e dos
coestimuladores CD80 e CD86

Uma vez que os analogos do resveratrol foram capazes de modular a
producdo de NO e de citocinas derivadas de macréfagos, avaliou-se também a acao
destes compostos sobre a expressao das moléculas de MHC de classe Il e dos
coestimuladores CD80 e CD86, tendo em vista que a diminui¢cdo de tais moléculas
tem implicacdo direta na capacidade de a imunidade inata ativar a imunidade
adquirida (SO et al., 2012).

Conforme demonstrado no gréfico (figura 12), todos os analogos foram
efetivos em reduzir a expressao da molécula CD80, com excecédo do composto AROS.
Ja os analogos AR07, AR23, AR25, AR26 e AR33 também foram efetivos na reducéao
da expresséo do coestimulador CD86. De forma surpreendente, os compostos AR23
e AR33 também influenciaram negativamente a expressao da molécula apresentadora
MHCII. Em relagcéo ao resveratrol, este também foi efetivo em reduzir a expresséo de
CD80 e de CD86, conforme previamente descrito na literatura (SHARMA et al., 2007),

porém ndo mostrou atividade significativa sobre as moléculas de MHC II.
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Figura 12 : Influéncia dos analogos do resveratrol na expressao de (A) CD80, (B)
CD86 e (C) MHCII por RAW 264.7 estimuladas com LPS. Células RAW 264.7 foram
estimuladas com LPS e IFN-y (1ug.mlt) por uma hora e entéo tratados com resveratrol
ou analogos na concentracdo de 50 uM. ApGs 24 horas, a expressao dos marcadores
foi determinada por citometria de fluxo. O etanol 0,1% (ndo demonstrado) néo
apresentou influéncia na expressdo dos marcadores avaliados. *significativo em
relacdo ao controle estimulado (LPS) (ANOVA/Dunnet, p<0,01). RVT: resveratrol.
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2.4.5.4 Influéncia dos analogos do resveratrol na proliferacdo de LB e LT

Uma vez que os analogos do resveratrol foram capazes de reduzir a producao
de NO, citocinas/quimiocina e de coestimuladores em células da imunidade inata e
adquirida, o préximo passo foi determinar a acdo destes compostos sobre a
proliferacéo de linfocitos. Para isso, esplendcitos extraidos de camundongos C57BL/6
foram pré-estimulados com LPS (mitégeno de células B) ou com concanavalina A
(mitdgeno de células T) e tratados com os anélogos. ApGs 48 horas, os indices de

proliferagao foram determinados e apresentados na figura abaixo (Figura 13).
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Figura 13: Influéncia dos anélogos do resveratrol na proliferacdo de
esplendcitos estimulados com (A) Lipopolissacarideo e (B) Concanavalina A.
Esplendcitos de camundongos C57BL/6 (108 células por pocgo) foram cultivados na
presenca dos estimulos (A) LPS (1ug.mL™) ou (B) ConA (5ug.mL 1) por 2 horas. Em
seguida, as células foram tratadas com o resveratrol ou analogos na concentracdo de
50 uM. Apds 48 horas de incubacéo o indice de proliferacéo celular foi avaliado pelo
método de MTT. Como controles foram utilizados os controles estimulados e néo
tratados (LPS ou ConA), bem como o controle ndo estimulado e n&o tratado (meio).
O indice de proliferacdo foi calculado levando-se em conta a metabolizacdo do MTT
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de células estimuladas e células ndo estimuladas. A letra “a@” significa médias
diferentes do controle estimulado (p<0,01); e “b”, diferentes do meio (one-way
ANOVA/Tukey, p<0,01). RVT: resveratrol.

Os resultados demonstraram que, em resposta ao estimulo com LPS (Figura
13A), somente os analogos AR13 e AR22, bem como o resveratrol nao foram efetivos
em reduzir a proliferacdo celular, quando comparados ao controle estimulado. Por
outro lado, € possivel perceber que os compostos AR07, AR08, AR22, AR25, AR26 e
AR33 apresentaram grande eficacia, uma vez que o indice de proliferacdo encontrado
apos o tratamento com estes compostos ndo foi diferente daquele encontrado para
células ndo estimuladas. indices de proliferacdo menores que o apresentado pelo
meio (controle) ndo sdo desejaveis, tendo em vista que indicam morte celular. Assim,
os resultados demonstraram que os analogos estudados sdo capazes de inibir a
proliferacdo de células B, o que sugere uma acdo moduladora dos mesmos sobre a
resposta imune humoral.

Analisando a acéo dos analogos sobre a proliferacéo de células T (estimulo
com conA) (Figura 13B), foi possivel observar um resultado semelhante aquele
encontrado para os linfocitos B. Todos os compostos induziram uma reducao
significativa na proliferacé@o celular, quando comparado ao controle estimulado. Além
disso, os compostos AR23, AR25, AR33 e o resveratrol destacaram-se como sendo
0s mais efetivos em inibir a proliferacdo que alcancou valores estatisticamente iguais
ao apresentado pelo meio (controle). Assim, visto que a ConA age como mitébgeno
para linfécitos T, estes achados permitem sugerir que, além da agéo sobre a resposta
humoral, os analogos do resveratrol também s&o capazes de interferir na resposta

imune celular.

2.4.5.5 Influéncia dos analogos na expressdo de CTLA-4 em populacbes de

esplendcitos

A molécula CTLA-4 esta presente na superficie de células T ativadas de forma
homologa ao CD28. Ambas as moléculas tém afinidade pelos mesmos ligantes B7.1
(CD80) e B7.2 (CD86), mas com func¢des antagdnicas. Enquanto CD28 € um co-

estimulador importante, CTLA-4 tem funcao inibitéria essencial na manutencdo da
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homeostase do sistema imunitario diminuindo a proliferacdo de LT antigeno-
especificos (INTLEKOFER e THOMPSON, 2013). Esta molécula também esta
presente em LB, controlando a liberacdo de anticorpos de maneira multifacetada e
nao muito bem estabelecida (SAGE et al., 2014).

Diante de sua conhecida importancia no controle da imunidade celular e de
sua influéncia também na resposta humoral, a expressao de CTLA-4 foi verificada em
esplendcitos pré-estimulados com conA e expostos aos analogos (50uM). A
expressdo desta molécula moduladora em linfocitos CD3* e CD19* expostos aos

analogos (50uM) estéa representado na figura abaixo (Figura 14A e 14B).

o
=3
+_ 251
(a2}
8 *

20
£ T
(0] *
T 154 * -
5 * * * —_——

* —— ——
5 104 o .
(]
©
o 51 T
(T
¢ | e B
3 Meio ARO7 AR08 AR13 AR22 AR23 AR25 AR26 AR33 RVT ConA
1N}
™
=3
401
-
8 *
*

g %] ' * T
o * * I
< T * * T
< 201 R
'_
o
3 10 T -—
: B
uT
2]
8 0 v T T T T r T T T r t
5 Meio ARO7 AR08 AR13 AR22 AR23 AR25 AR26 AR33 RVT ConA
>
1N}

Figura 14: Influéncia dos analogos do resveratrol na expressédo de CTLA-4 em linfocitos
B (CD19*) e T (CD3") em esplenécitos estimulados com ConA. Esplendcitos foram
estimulados com ConA (5ug.ml?t) e tratados com resveratrol ou analogos na concentracéo de
50 uM. Apo6s 72 horas, a expressao dos marcadores foi determinada por citometria de fluxo.
O etanol 0,1% (n&o demonstrado) ndo apresentou influéncia na expressao dos marcadores
avaliados. *diferenca na comparacdo com o controle estimulado (ConA) (ANOVA/Dunnet,
p<0,01). RVT: resveratrol.

As células foram diferenciadas pela expressdo de CD19 e CD3. Células
CD19* foram identificadas como LB e nestas, observou-se que apenas os analogos
AR33 e o resveratrol ndo foram capazes de aumentar a expressao de CTLA-4, sendo

ambos, 0 meio e o estimulo estatisticamente iguais. Considerando que esta molécula
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atue, de um modo geral, como um modulador negativo na resposta humoral, espera-
se que os analogos (com excecao de AR33) sejam capazes de reduzir a producédo de
anticorpos.

Um resultado bastante semelhante foi identificado em células CD3",
representando os LT, nas quais apenas o resveratrol ndo foi capaz de induzir aumento
na expressao de CTLA-4. Este achado corresponde a uma diminuicdo na imunidade

celular, fendbmeno este que se apresenta acentuado em inflamagdes cronicas.

2.4.6 Selecdo dos anélogos para ensaios in vivo de atividade anti-inflamatoéria

Os resultados dos ensaios in vitro revelaram que o0s analogos néo
apresentaram influéncia na viabilidade de diferentes linhagens celulares, séo potentes
antioxidantes e potenciais redutores da producao de NO. No entanto, o diferencial de
cada um na capacidade de modular as citocinas IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-qa, a
quimiocina CCL-2, a expressdo de MHCII e CD80, CD86 e CTLA-4, bem como a
proliferacéo de LT e LB (Quadro 3), foi considerado para o estabelecimento daqueles

com maior potencial anti-inflamataorio.
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Quadro 2: Sumario dos critérios avaliados para atividade anti-inflamatdria in

vitro e capacidade dos analogos em exercer um efeito anti-inflamatorio.

ARO7 | AR08 | AR13 | AR22 | AR23 | AR25 | AR26 | AR33 | RVT
! + + + + + + + + +
[CCL2]
! + + + + + + + + +
[IL-1B]
! + + + + + + + + +
[IL-6]
1 - - - - - - + -] -
[IL-10]
! + + + + + + + + +
[IL-12]
! - - + + + - - + +
[IEN-vy]
! + - - + + + - + +
[TNF-a]
! + - + + + + + + +
CD80
! + - - - + + - + +
CD86
0 + + + + + + + - -
CTLA-4 em CD19*
1 + + + + + + + + -
CTLA-4 em CD3*
! - - - - + - - + -
MHCII
+ + - - + + + + -
Proliferacao
LPS
! + + + + + + + + +
Proliferacéo
ConA
TOTAL 11/14 | 8/14 | 9/14 |10/14 | 13/14 | 11/14 | 10/14 | 12/14 | 9/14

+:

influéncia compativel com padréo anti-inflamatério; -: influéncia incompativel com padrdo anti-
inflamatdrio ou auséncia de atividade relevante.

Com esta analise, os analogos ARO07, AR23, AR25 e AR33 foram

selecionados como 0s mais promissores para serem empregados na etapa in vivo

com ensaios anti-inflamatoérios.
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2.4.7 Determinacao da atividade anti-inflamatéria in vivo

Os resultados a seguir fazem parte da determinacdo da atividade anti-
inflamatdria in vivo dos analogos do resveratrol, consistindo no uso dos mesmos em

dois modelos de inflamacao: edema de orelha e artrite induzida por Zymosan.

2.4.7.1 Influéncia da aplicacao topica dos analogos na inflamac&o aguda por

meio do modelo de edema de orelha

Devido aos resultados promissores nos testes que sugeriram potencial anti-
inflamatoria in vitro para os analogos ARO07, AR23, AR25 e AR33, estes foram
avaliados in vivo pelo modelo agudo de edema de orelha induzido em camundongos
BALB-c. Para isso, os animais foram desafiados com 0Oleo de créton em uma das
orelhas e imediatamente tratados com os anélogos. A diferenca de massa entre as
orelhas foi usada como medida da intensidade do edema. Conforme ilustrado na
figura 16, a aplicacao tépica na mesma concentracao (0,1mg/orelha) do resveratrol
(RVT) ou anélogos inibiu o edema em cerca de 40% comparando-se ao controle
negativo (inflamado e tratado apenas com o veiculo). Neste modelo, a dexametasona
(DXT), utilizada como controle, foi mais eficaz, reduzindo o edema em cerca de 90%.
A diminuicdo do edema da orelha medida pela diferenca de massa entre a orelha
inflamada e a ndao-inflamada demonstrou que o resveratrol e o0s analogos
apresentaram comportamentos estatisticamente iguais. As fotomicrografias
confirmaram estes dados, sendo possivel a visualizacdo de um infiltrado inflamatério
menor nos tecidos expostos aos compostos se comparado ao tecido que nao recebeu
tratamento especifico (veiculo). A dexametasona foi mais eficaz na diminuicdo do
edema, reduzindo o edema cerca de dez vezes em comparacdo ao veiculo e cerca
de seis vezes em comparacao aos analogos e ao resveratrol.

Em todos os tratamentos foi perceptivel a reducéo do infiltrado de leucécitos,

em comparacao ao grupo sem tratamento especifico (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Efeito da administracdo topica de resveratrol (RVT) e andlogos no
edema auricular induzido por 6leo de croton. O edema de orelha foi induzido pela
aplicacéo topica de Gleo de croton na superficie interna de cada orelha direita, seguido
por tratamento. As orelhas esquerdas foram usadas como controle. Os valores em
cada coluna representam a média + DP das diferencas entre as massas das orelhas.
Médias seguidas pela mesma letra minUscula sdo estatisticamente iguais (one-way
ANOVA/Newman-Keuls, p<0,01).
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Figura 16: Efeito da administracdo tépica de resveratrol e analogos no infiltrado
inflamatério de camundongos submetidos ao modelo de edema auricular
induzido por 6leo de créton. O edema de orelha de camundongo foi induzido pela
aplicagdo topica de 6leo de croton na superficie interna de cada orelha direita de
camundongo, seguido por tratamento. Fotomicrografias representativas de secdes de
biépsias de orelha de camundongos. As imagens ampliadas 40X e 400X,
respectivamente, representam os diferentes tratamentos: (A e B) Veiculo; (C e D)
ARO7; (E e F) AR23; (G e H) AR25; (I e J) AR33; (K e L) Resveratrol; e (M e N)
Dexametasona. E possivel observar a diminuicdo do infiltrado inflamatério (pontos
roxos na imagem) em todos os tratamentos, comparados ao veiculo. Coloragéo por H
& E.
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Tais evidéncias de que os analogos exerceram atividade anti-inflamatoria
neste modelo, até entdo sugeridas pela diferenca entre a massa das duas orelhas
(inflamada e ndo inflamada) e por uma andlise qualitativa das fotomicrografias, foram
confirmadas pela avaliacdo de importantes citocinas relacionadas a inflamacéo aguda,
tal como IL-1B e IL-6 e ainda IL-12, CCL2 e atividade da mieloperoxidase (Figura 17A,
B, C e D).

Contrério ao esperado, somente os analogos AR23 e AR33 reduziram os
niveis da citocina IL-1B em relacdo ao grupo nao tratado (veiculo). Essa reducdo foi
estatisticamente igual a dexametasona (Figura 17A). Ja os niveis de IL-6 foram
reduzidos por todos os analogos também de forma comparavel ao farmaco de
referéncia. Neste caso, apenas o resveratrol ndo promoveu reducéo na concentracao
desta citocina. Em relacdo a quimiocinas CCL2, os analogos também foram capazes
de reduzir estatisticamente a producdo desta molécula, embora essa reducdo nao
tenha sido tdo proeminente quanto aquela ocorrido apdés o tratamento com
dexametasona.

Tratando-se da atividade da mieloperoxidase, enzima esta relacionada a
participacdo dos macréfagos no processo inflamatério, foi observada uma drastica
reducdo da mesma promovida por todos os analogos que foram estatisticamente
iguais a reducdo obtida com o uso da dexametasona (Figura 17D). Este resultado
corrobora o observado nas fotomicrografias (Figura 16), onde € nitida a diminuicdo do
infiltrado inflamatdrio.
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Figura 17: Efeito da administracdo topica dos anélogos do resveratrol (RVT),
resveratrol e dexametasona (DXT) nainflamacao por modelo de edemade orelha
induzido por 6leo de créton. (A) IL-1B; (B) IL-6; (C) CCL2; (D) Atividade da
mieloperoxidase (MPX). Apos 4h os animais foram eutanasiados, as orelhas foram
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removidas e submetidas ao procedimento de extracdo de proteinas do tecido. Com o
sobrenadante, foi conduzido o doseamento das citocinas IL-18 e IL-6, da quimiocina
CCL2, por ELISA; e com o pellet, realizado o ensaio para determinacéo da atividade
da mieloperoxidase (MPO). Médias que apresentam a mesma letra minuscula séo
estatisticamente iguais (One-way ANOVA/Newman-Keuls, p<0,01).

2.4.7.2 Influéncia dos analogos do resveratrol em modelo de artrite induzida por

Zymosan

Visto que quatro analogos selecionados apresentaram bom desempenho na
reducado da inflamacédo em modelo de edema de orelha, o préximo passo foi avalia-
los em um modelo de doenca inflamatoria utilizando uma outra via de administracao.
Para isso, os compostos AR23 e AR33 foram selecionados uma vez que, além de
reduzir o edema de orelha, foram efetivos em modular a producdo de todas as
citocinas avaliadas in vivo. Para esta nova analise foi selecionado o modelo de atrite
induzida por Zymosan, no qual a inflamacao articular é caracterizada por acentuada
migracdo celular e liberacdo de mediadores inflamatorios que leva a incapacitacéao
articular, sendo este um modelo util para reproduzir as patologias agudas
periarticulares (ROCHA et al., 2003).

Antes de iniciar os tratamentos propostos, sinais clinicos referentes ao
processo inflamatoério, como edema, rubor e calor foram observados na regido da
articulagdo talocrural e subtalar nos grupos de animais que receberam a
administragdo de zymosan intra-articular, confirmando o sucesso na indugdo da
artrite, de modo idéntico ao apresentado por Anjos et al. (2015).

Os animais que nao receberam a injecdo de zymosan ndo demonstraram as
mesmas alteracdes visuais e 0 padrdo encontrado na analise histoldgica de suas

articulacOes esta apresentado na figura 18.
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Figura 18: Fotomicrografia demonstrando a morfologia da regido articular do
animal sem inflamac&o (controle limpo). A seta ‘A’ indica a articulag&o talocrural,
‘B’ indica a articulagdo subtalar; ‘C’ indica a membrana sinovial. Coloracdo H&E.
Aumento 4x.

Em contrapartida, os animais submetidos ao modelo de artrite e ndo tratados
demonstraram um padrdo bem diferente na andalise morfoldgica, permitindo a
visualizacéo de infiltrado inflamatorio bastante denso em algumas areas e marcante

presenca de tecido fibroso (Figura 19).

Figura 19: Fotomicrografia demonstrando a morfologia da regiéo articular do
animal com inflamacéao e tratado com veiculo (controle negativo). A seta ‘A’ indica
a articulacao talocrural; ‘B’ indica a articulagao subtalar; ‘C’ indica a area com denso
infiltrado inflamatdério e intensa fibrose. Coloracdo H&E. Aumento de 40x.
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Apo6s os cinco dias de tratamento, nos grupos com inflamacéo induzida por
zymosan e tratados com os analogos, resveratrol ou dexametasona foi observada
uma diminui¢ao do infiltrado inflamatério (figura 20), confirmada pela reducdo de sua
area (figura 21A), numero de células por campo (figura 21B) e de sua densidade
celular (figura 21C), comparados com 0s animais controle negativo.

A reducéo da area do infiltrado foi estatisticamente igual para AR23, AR33 e
o resveratrol, sendo que os anélogos reduziram esta area em cerca de 50% em
comparagdo ao controle negativo. J4 a dexametasona foi capaz de promover uma
reducdo ainda mais pronunciada equivalente a cerca de 70%. Acompanhando este
resultado, também foi verificada a reducdo no numero de células por campo nos
animais tratados com os analogos e o resveratrol, porém, neste caso, 0 AR33 produziu
efeito estatisticamente comparavel ao da dexametasona. Em consequéncia da
reducdo deste ultimo parametro, também foi percebida a diminuicdo na densidade
celular do infiltrado inflamatorio de modo que, nesta avaliacdo, ambos os analogos
foram estatisticamente iguais a dexametasona. Cabe ressaltar que a diminuicdo da
area total acompanhada pela diminuicdo da densidade celular do infiltrado inflamatério

€ uma alteracdo bastante promissora.
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Figura 20: Fotomicrografias demonstrando a morfologia da regiéo articular dos
animais dos grupos: A) Veiculo (controle negativo); B) AR23; C) AR33; D)
Resveratrol (RVT); E) Dexametasona (DXT) (controle positivo). A seta indica a
area principal do infiltrado inflamatdrio e/ou fibrose. Coloragédo H&E. Aumento de 40x.
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Figura 21: Influéncia dos tratamentos com os analogos e o resveratrol em
parametros inflamatorios da artrite induzida por Zymosan.

(A) area principal do infiltrado inflamatério; (B) numero de células polimorfonucleares
no infiltrado inflamatodrio; e (C) Densidade celular no infiltrado inflamatorio principal.
Médias seguidas pela mesma letra minUscula significam igualdade estatistica (One-
way ANOVA/Newman-Keuls, p<0,01). RVT — resveratrol. DXT — dexametasona. C- -
controle néo tratado.
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Frente a estas alteracbes no perfil inflamatério dos animais tratados, foi

realizada a dosagem das citocinas IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a e da quimiocina

CCL-2. Os resultados destas andlises estao dispostos nos graficos a seguir (Figura

22).
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Figura 22: Influéncia do tratamento com os analogos e resveratrol na artrite
induzida por Zymosan. (A) IL-18; (B) IL-6; (C) IL-12; (D) TNF-qa; (E) CCL_2; (F) IL-
10. Apés a aplicagdo do Zymosan na articulacdo talo-crural de camundongos
C57BL/6, aguardou-se por cinco horas quando entéo, iniciou-se o tratamento com os
analogos AR23 e AR33 (50mg/Kg), resveratrol (RVT) (50mg/Kg) e dexametasona
(DXT) (0,4mg/Kg). O tratamento teve duracdo de cinco dias, com uma aplicagéo
intraperitoneal diariamente no mesmo horario. Ao final deste prazo, os animais foram
eutanasiados e as patas recolhidas e encaminhadas para os procedimentos de
extracdo de citocinas em tecido. A dosagem das citocinas e quimiocina foi feita por
ELISA. O controle negativo (C-) consistiu em animais que nao receberam a
administragcdo de zymosan e tratamento. O controle positivo (C+) foi composto por
animais que desenvolveram artrite induzida por zymosan e que receberam veiculo
como tratamento. ND: ndo detectado, sendo considerado igual a zero. Médias
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seguidas pela mesma letra minuscula representa igualdade estatistica (One-way
ANOVA/Newman-Keuls, p<0,01).

De acordo com os resultados obtidos e de acordo com o0s aqueles que ja
haviam sido demonstrados in vitro, percebeu-se uma tendéncia de os analogos
reduzirem as citocinas IL-1pB, IL-6, IL-12 e TNF-a em niveis estatisticamente iguais ao
do controle sem artrite (C-). Com relacdo a quimiocina CCL2, apesar de né&o ter sido
reduzida a concetracdes estatisticamente iguais a apresentada pelo controle negativo,
foi possivel observar uma reducéao importante quando comparada ao controle positivo.

No entanto, de forma surpreendente e desejavel, ao contrario do observado
in vitro, houve um aumento significativo na producao da citocina imunomoduladora IL-
10 nos animais que receberam o tratamento com os analogos AR23 e AR33, evento
este que nao foi percebido nos animais tratados com resveratrol e dexametasona.

Sabe-se que a dexametasona €é um glicocorticoide com efeito
imunossupressor bem estabelecido utilizada no tratamento de diversas patologias
inflamatorias de autoimunes (JANG et al.,, 2017). No presente estudo, esta droga
promoveu substancial reducdo de todas as citocinas, quimiocina e parametros
inflamatoérios avaliados. Frente a isso foi investigada a alteracdo que esta droga
poderia causar ao baco, comparando-se aos tratamentos com analogos ou
resveratrol. Para isso, uma relacdo massa do baco/massa corporal total foi
estabelecida em animais sadios (C+), nado-tratados (C-), tratados com analogos,

resveratrol ou dexametasona (Figura 23).
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Figura 23: Influéncia do tratamento com os analogos AR23 e AR33, resveratrol
(RVT) e dexametasona (DXT) na proporcao do baco pela massa corpodrea total.

Camundongos C57BI-6 foram pesados e distribuidos nos grupos propostos. Apés
cinco dias de tratamento, os animais foram eutanasiados, os bacgos foram retirados e
pesados. Com a massa do bago e a massa de cada animal foi calculada uma relagao
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proporcional entre estas duas medidas, expressa em percentual. O controle negativo
(C-) consistiu em animais que néo receberam a administracdo de zymosan e
tratamento. O controle positivo (C+) foi composto por animais que desenvolveram
artrite induzida por zymosan e que receberam veiculo como tratamento. Médias
seguidas pela mesma letra mindsculas representa igualdade estatistica (One-way
ANOVA/Newman-Keuls, p<0,01).

Conforme mostrado na figura 30, animais submetidos ao protocolo de artrite
apresentaram um pequeno, mas significativo aumento na relacdo baco/massa
corporal. O tratamento com o resveratrol ou analogos AR23 e AR33 pareceu hao
afetar essa relacdo, apresentando comportamento estatisticamente semelhante ao
apresentado por animais nao tratados. Em consonancia com os resultados obtidos
para citocinas, os bacos do grupo tratado com dexametasona sofreram uma
consideravel reducgédo, alcangcando médias inferiores as do grupo controle negativo.
Na figura 24, é possivel perceber a diferenca entre os bacos do grupo resveratrol e do

grupo dexametasona.

AR23 AR33 RESVERATROL DEXAMETASONA

Figura 24: Fotografia ilustrativa comparando os bacos de camundongos
C67BL/6 tratados com os analogos do resveratrol e tratados com
dexametasona.

Tais resultados sugerem que os analogos podem ser capazes de diminuir a
manifestagéo e progressao da inflamacéo sem causar alteragéo tao evidente quanto
a estabelecida para a dexametasona, oferecendo assim um tratamento eficaz e com

reduzidos efeitos adversos.
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2.5 DISCUSSAO

O futuro dos agentes anti-inflamatérios reside no desenvolvimento de drogas
ativas que reduzam a producdo ou atividades de citocinas proé-inflamatérias. Além
disso, particularmente no que diz respeito ao tratamento do componente inflamatorio
das doencas degenerativas do envelhecimento, os medicamentos mais recentes
precisam ter riscos minimos de toxicidade de 6rgaos, garantindo que a defesa imune
do hospedeiro contra infecgdes e cancer ndo sejam prejudicadas. Novos agentes que
funcionam desta maneira estdo em um estagio rapido de desenvolvimento, por
exemplo, antagonistas de receptores de quimiocinas que possam ser ativos oralmente
(DINARELLO, 2010). Neste sentido, o presente estudo foi desenvolvido em busca de
anélogos do resveratrol que apresentassem atividade anti-inflamatoria, sobretudo
avaliando-se o potencial imunomodulador destas novas protenciais drogas.

A avaliacdo inicial das tioiminas in vitro revelou que estas moléculas nao
demonstraram desempenho satisfatorio no teste de viabilidade com células RAW
264.7, podendo atribuir seu carater citotoxico a presenca do grupamento tiol (-S). No
caso das iminas, dentre os compostos sintetizados e testados nas condicbes
apresentadas, o componentes desta classe (AR07, AR08, AR13, AR22, AR23, AR25
e AR26) ndo afetaram a viabilidade celular, atuando de modo semelhante ao
resveratrol. J& as hidrazonas, nas condi¢fes testadas, apresentaram um perfil de
toxicidade superior ao da classe das iminas, potencializada pela presenca de
grupamento éster (-OMe) (AR16), carboxilato (-COOH) (AR35), nitros (-NO2) (AR32 e
AR39) e dinitro carboxilato (AR38). JA 0 AR33, a Unica hidrazona selecionada (cuja
molécula néo foi revelada devido a interesses futuros), apresenta fungdes quimicas
distintas das demais.

Cabe mencionar que a avaliacdo da influéncia dos compostos na viabilidade
de células RAW 264.7, J774.A1 e macréfagos peritoneais refletiu indiretamente a
auséncia de citotoxicidade destes compostos tanto em células de linhagem, quanto
em cultura primaria. A técnica usada para isso foi a de MTT que, embora ndo seja
uma medida direta de morte, tem boa correlagdo com este evento visto que se baseia
em uma fung&o bioquimica critica que é a atividade mitocondrial, determinante para a
vida da célula (MOSMAN, 1983; ALLEN e GRAHAN, 2012; RISS et al., 2013).
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Embora o mecanismo exato pelo qual o resveratrol exerca seus efeitos
benéficos ainda ndo seja completamente compreendido, sua atividade antioxidante
proeminente parece ser essencial, influenciando vias importantes relacionadas com a
resposta imune, bem como a produgédo de EROs (GUTIERREZ-GUTIERREZ et al.,
2010; GUANTAI e CHIBALE, 2011). Conforme demonstrado, neste quesito 0s
analogos foram mais eficientes do que o resveratrol. Dentre eles, AR08, AR13, AR26
e AR33 foram os de menor ICsp no ensaio de captura do ion DPPH, porém foi possivel
perceber que a atividade anti-inflamatéria ndo tem uma relacdo diretamente
proporcional ao potencial antioxidante in vitro.

O melhor desempenho antioxidante geral dos analogos em comparacao ao
resveratrol pode ser explicado pela presenca da hidroxila no anel A em posigéo orto,
considerada como determinante para a otimizacdo da atividade antioxidante
colaborando para o isolamento do atomo dos radicais livres (LU et al., 2012).
Corroborando esta assertiva, estudos prévios do grupo demonstraram que trés iminas
sem hidroxila ou com esse grupamento em outra posicao diferente da orto-dirigente
tiveram seu poder antioxidante drasticamente reduzido quando avaliadas pelo mesmo
ensaio aqui utilizado (ICs0=2721,87 uM; 1577,80 uM e 403,87uM, respectivamente)
(SANTOS et al.; 2013). Sendo assim, uma vez que ja foi constatado que esta
habilidade da molécula esta relacionada a supresséo da inflamacao e a supressao do
tumor, o potencial antioxidante pode guiar a elucidacdo do mecanismo pelo qual
diversos analogos do resveratrol apresentam propriedades bioldgicas, em especial
agueles que apresentam a hidroxila em posicéo orto-dirigente (TANG et al., 2013).

Tendo em vista o potencial anti-inflamatério dos analogos do resveratrol até
aqui sugeridos pela analogia com a molécula precursora e pelo poder antioxidante
dos mesmos, a presente pesquisa se concentrou, principalmente, na investigagéao de
como os analogos influenciariam alguns aspectos do funcionamento de macroéfagos.
A escolha em especial destas células deveu-se a sua alta sensibilidade a estimulacéo
por LPS com a producéo de diversos mediadores inflamatorios como NO, citocinas e
qguimiocinas, que sdo amplamente responsaveis por muitos dos eventos
fisiopatologicos associados a doencas inflamatorias (QURESHI et al.,2011a;
QURESHI et al.,2011b; QURESHI et al.,2011c; QURESHI et al., 2012). Sendo assim,
a modulacdo de respostas inflamatdrias mediadas por macréfagos pode ser vista
como uma das formas direcionadoras de uma nova abordagem terapéutica no

contexto das doencas inflamatérias (ZONG et al., 2012).
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Neste contexto, a andlise qualitativa e global dos mediadores inflamatorios
avaliados no presente estudo revelou que os andalogos exibiram potencial para
modular a resposta inflamatoria, haja vista a capacidade dos mesmos em reduzir pelo
menos oito dos quatorze parametros avaliados que sao cruciais para estabelecer um
processo inflamatorio. O resveratrol apresentou comportamento semelhante,
reduzindo nove parametros.

Na tentativa de descrever o mecanismo pelo qual o resveratrol exerce sua
acdo anti-inflamatoria, Svajger e Jeras (2012) relataram que esta molécula pode inibir
diversos caminhos relacionados com a resposta inflamatdria como a via dos fatores
de transcricdo AP-1 e NF-kB e vias proteassdmicas. Ao inibir tais vias, o resultado
visto € a diminui¢do na producao de citocinas, principalmente IL-1, IL-6, IL-8 € TNF-
a, de enzimas como COX-2 e INOS e moléculas de adesdo endotelial (TAK e
FIRESTEIN, 2001; TSAI, LIN-SHIAU e LIN, 1999; QURESHI et al., 2012). Pelo fato
de os analogos apresentarem estruturas muito semelhantes ao resveratrol, é plausivel
supor que também atuem em vias semelhantes. Apesar disso, mais aprofundados sao
necessarios para confirmar essa proposicao.

Enfocando um pouco mais em cada um dos parametros inflamatérios
avaliados e iniciando-se pela drastica diminuicdo da concentracdo de nitritos (medida
indireta de NO) encontrada em culturas pré-estimuladas e expostas aos analogos,
observou-se que, apesar de a acdo do resveratrol na reducao da expressao da enzima
iINOS ja ser esperada e bem estabelecida, os analogos reduziram este mediador de
modo mais intenso do que o resveratrol. Tais resultados sugerem que 0S cOmpostos
tém uma maior poténcia de inibicdo na enzima iNOS ou que agem por um mecanismo
diferente ou adicional ao proposto para o resveratrol, tal como a inibicdo da enzima
NOS-2 ou neutralizagdo direta de NO, tendo em vista que esta pequena molécula
funciona como um radical livre, além de vias de sinalizacdo (BOORA, CHIRISA e
MUKANGANYAMA; 2014). Zhong et al. (2013) investigaram a acao de diferentes
analogos do resveratrol na producédo de NO e concluiram que analogos metilados
foram mais eficazes que o composto original, sendo alguns deles capazes de inibir
INOS induzida por LPS e a producéo de NO através das vias de sinalizacdo p38 MAPK
e JNK1/2. No caso dos analogos testados, todos foram capazes de reduzir o NO
quando comparados ao controle estimulado (LPS+IFN-y) e ao resveratrol, porém, na
comparacao entre eles, apenas o AR33 distinguiu-se dos demais demonstrando uma

menor poténcia nesta atividade na concentracdo de 50uM. Cabe ressaltar que esta
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molécula é a Unica hidrazona dentre as selecionadas e que isso pode demonstrar uma
interferéncia na acéo inibidora de NO, ainda que também seja capaz de reduzi-lo.

Embora o NO seja uma importante defesa tdxica contra organismos
infecciosos e regulador de outras atividades funcionais, é capaz de causar a morte de
muitos tipos de células imunes e inflamatérias. Sua acao também € util para destruir
patdgenos e aumentar a resposta inflamatéria em varias doencas, incluindo patologias
autoimunes (COLEMAN, 2001). Assim, a reducéo da concentracdo de NO tem uma
implicag&o direta na redugao da inflamagéo e de seu dano.

Esse perfil de reducdo dos mediadores inflamatérios apresentado pelos
analogos foi mantido frente a maioria das citocinas testadas. Segundo Qureshi et al.
(2012), o resveratrol, bem como outros estilbenos, sdo capazes de inibir a ativacao da
via do NF-kB em células RAW 264.7, suprimindo a ativacao de citocinas fundamentais
para uma resposta pro-inflamatéria. Essa assertiva corrobora o0s resultados
encontrados in vitro, marcados pela diminui¢do na secrecao de IL-18 e IL-6 por todos
os analogos e de TNF-a pelo ARO7, AR22, AR23, AR25 e AR33 em resposta a
estimulos (LPS) adicionados as culturas antes de receberem o0s tratamentos
propostos. O resveratrol, por sua vez, foi capaz de reduzir os niveis destas trés
citocinas mencionadas, em cossonancia com outros estudos (SHAKIBAEI et al., 2007,
TROTTA et al.,, 2015; ZAGOTTA et al., 2015).

Em concordancia com os resultados apresentados, Cianciulli et al. (2015)
demonstraram que o pré-tratamento de células da microglia com resveratrol também
foi eficaz para a reducéo dos niveis das citocinas IL-13, TNF-a e IL-6. Tais citocinas
ainda podem ser destacadas como citocinas de imunidade inata cruciais para iniciar
o evento inflamatério (STRIZ et al., 2014). Entretanto, Cianciulli et al. (2015) também
constatou um aumento na producao de IL-10 ap6s o tratamento com resveratrol, o
gue ndo ocorreu para sete dos oito analogos e para o resveratrol nas condicdes
testadas. Em contrapartida, Rachén, Rimoldi e Wuttke (2006) também né&o
observaram diferenca significativa na capacidade de o resveratrol aumentar os niveis
de IL-10. Acredita-se que estas discrepancias podem ser justificadas levando-se em
conta o tipo de célula estudada e, principalmente, a forma de tratamento (exposi¢éo
as drogas antes ou depois de estimular as células).

Em relagdo ao TNF-a, diversos autores demonstraram que o resveratrol &
capaz de reduzir a producdo desta citocina em uma ampla gama de tipos celulares

tais como células da micrdglia (macrofagos cerebrais), da musculatura lisa vascular,
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células endoteliais, RAW 264.7, etc. (Bl et al., 2005; LEE e MOON, 2005; MA et al.,
2005; MOON et al., 2006; YI et al., 2011). Para Babu et al. (2015), além de diminuir
TNF-q, o resveratrol oferece um efeito citoprotetor as células por atenuar a producgao
de EROs. Ryu et al. (2011) completaram que a inibicdo na producéo desta citocina
pode estar relacionada a uma diminuicado na ativacéo da via do fator de transcricao
NF-kB. Além disso, estudos anteriores sugeriram que o resveratrol inibe a ativagao
desta via por ocupar o sitio de ligacdo para a porcdo promotora de IL-1p (O’NELL,
1995; DINARELLO, 1996 e HOLMES-MCNARY E BALDWIN, 2000).

De forma também condizente aos resultados aqui apresentados, Estrov et al.
(2003) verificaram uma diminuicdo na produgéo de IL-13, bem como diminuicdo na
ativacdo de NF-kB em células de leucemia mieldide aguda. Ma et al. (2005)
corroboraram este achado demonstrando a diminuicdo de IL-18 em macrofagos
peritoneais tratados com resveratrol, bem como a diminui¢cdo de outros fatores pro-
inflamatorios, como iINOS e TNF-a. Assim também foram os resultados encontrados
por Shakibaei et al. (2007) ao observarem que 0 resveratrol exerceu uma agao
protetora sobre condrocitos ao bloquear os efeitos de IL-1p na ativacdo de caspase-3
e outras acdes que levam a apoptose de tais células. Além disso, Chang et al. (2015)
demonstrou que o resvertrol € capaz de inibir o complexo multiproteico associado a
caspase-1 denominado inflamassoma, que também regula a producao de IL-18.

Sendo assim, mesmo ndo havendo aumento nos niveis de IL-10 que tende a
exercer um carater imunussupressor, a diminui¢ao de IL-18, IL-6 e TNF-a pela maioria
das moléculas avaliadas ja sugere um potencial anti-inflamatério consideravel,
condizente aos dados encontrados na literatura para o resveratrol. Estes resultados
ganham ainda mais valor se avaliado o perfil de muitas doencas inflamatérias onde
estas trés citocinas sao cruciais para a progressdo e manutencdo do processo
patolégico (BUTLER et al., 1995; BOUMA e STROBER, 2003; BURGER et al., 2006;
BOISSIER, 2011; RYU et al., 2011).

Acerca da producéo de IL-12, observou-se que todos os analogos foram mais
potentes em sua reducdo do que o resveratrol, reduzindo a mesma para niveis basais.
A IL-12 é uma citocina heterodimérica critica para a diferenciacdo das células Tul e
consequente producdo de IFN-y (TRINCHIERI, 2003). Varios estudos demonstraram
que a IL-12 é importante para manter ativas diversas doencgas auto-imunes, tais como

esclerose multipla, artrite reumatoide, doenca inflamatoria intestinal e outros



107

(LONGBRAKE e RACKE, 2009; POPE e SHANRARA, 2013; SUN et al., 2015;
OUYANG et al., 2017). Assim, a reducao substancial de IL-12 induzida por analogos
de resveratrol sugere um efeito benéfico no controle destas patologias e outras
correlacionadas. Além disso, considerando que a subunidade IL-12p40 (avaliada no
presente estudo) é também parte da IL-23, que por sua vez é importante para a
manutenc¢ao das células Tul7, estes resultados sugerem que os analogos podem ser
capazes de modular tanto o perfil Th1, quanto o Thl7 (TRINCHIERI, 2003; IWAKURA,
2006). Esta inferéncia esta de acordo com Imler e Petro (2009) ao demonstrarem que
o resveratrol diminui a gravidade do modelo animal de esclerose multipla e que este
efeito foi associado a reducéo da subunidade IL-12p40, IL-6 e IL-23.

Tratando-se de produtos de macréfagos, a reducdo na concentracdo da
quimiocina CCL2, envolvida com o recrutamento de mondcitos para o tecido
inflamado, foi substancial por todos os analogos, abrindo outra possibilidade pela qual
estes compostos agem sinergicamente para a resolucao do quadro inflamatorio. Esta
quimiocina € produzida por diversos tipos celulares, mas os macrofagos e monadcitos
sdo a principal fonte desta substancia. Além de regular a migracao e infiltracdo de
monaocitos, CCL2 também tem a mesma acao sobre linfécitos T de memoria e NK,
constituindo uma das quimiocinas mais estudadas e que vem demonstrando ser um
ponto de intervencdo potencial para o tratamento de varias doencas, incluindo a
esclerose multipla (SORENSEN et al., 2004), a artrite reumatoide (HAYASHIDA et al.,
2001), aterosclerose (KUSANO et al., 2004), dentre outras. O resultado encontrado
neste estudo para os analogos e o resveratrol correspondente a reducdo da
guimiocina CCL2 esta de acordo com dados prévios da literatura demonstrados para
o resveratrol (KNOBLOCH et al., 2014).

No contexto de citocinas produzidas por células da imunidade adquirida, foi
avaliado o IFN-y. De acordo com Gao et al. (2001), o resveratrol inibe a producéo de
IL-2 e IFN-y, bem como a proliferacéo de células do baco induzidas pela Con-A, IL-2,
ou aloantigenos (GAO et al., 2001). O IFN-y é uma citocina basicamente produzida
por linfocitos T e células NK estimulados por IL-12 em especial, fundamental para
manter a inflamacao, potencializando a funcdo dos macrofagos e permitindo que o
guadro inflamatério evolua para a cronicidade (SCHRODER et al., 2004). Dentre os
analogos avaliados, os mais efetivos em reduzir os niveis desta citocina foram o AR13,

AR22, AR23 e AR33, bem como o resveratrol. A diminuicdo na capacidade de produzir
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o IFN-y, juntamente com a reducdo observada no indice de proliferacdo de LT, se
mantidos in vivo, podem resultar em uma significante diminuicdo na ativacdo dos
macrofagos e consequente reducéo de patologias associadas a ativacdo continua
desta célula.

Conforme comentado, os compostos foram eficazes em reduzir o indice de
proliferacdo celular de esplendcitos estimulados com ConA, mitégeno para LT
(SHARMA et al., 2007). Assim sendo, os analogos AR07, AR23, AR25, AR33, bem
como o resveratrol foram ativos ao ponto de reduzirem o indice de proliferacéo para
niveis basais (iguais ao controle ndo estimulado). Um efeito similar também foi
observado nos esplendcitos estimulados com LPS, tido como um mitégeno de células
B (SHARMA et al., 2007), porém, neste caso, os AR13, AR22 e resveratrol nao
promoveram uma diminuicdo significativa neste indice. Estes resultados foram
coerentes com aqueles encontrados para o resveratrol por Jiang et al. (2010) e
Castino et al. (2011). A possibilidade de se reduzir o indice de proliferacdo dos
linfocitos € desejavel para substancias cujo propésito seja o tratamento de doencas
autoimunes ou mesmo para evitar rejeicdo de 6rgdos e medula transplantados
(HUSHMENDY et al., 2009). Se tal atividade for mantida in vivo, os anélogos ativos
sao capazes de modular a resposta celular e humoral pela reducéo da proliferacéo de
células T e B. Esta reducéo da proliferacao induzida pelo resveratrol e a maioria de
seus analogos pode ser associada as suas propriedades antioxidantes proeminentes
ja discutidas, uma vez que EROs podem influenciar na proliferacéo e na producao de
fatores de crescimento (TATLA etal., 1999; DE LA FUENTE e VICTOR, 2000). Apesar
disso, a acdo do resveratrol e analogos em outras vias, como na producéo de IL-2,
nao pode ser descartada.

Contudo, ao se pensar em um organismo vivo com redes de interacdo muito
mais complexas entre as células do sistema imune, é preciso ainda levar em conta
outros fatores que podem influenciar na proliferacéo de linfécitos, tais como a inibi¢cao
da via NF-kB, bem como a sincronia fundamental que ocorre entre linfécitos e
macrofagos, seja pela producéo de citocinas que poderia estar afetada sob acao dos
analogos, seja por estes compostos serem capazes ainda de modificar a dinamica
que envolve a apresentacdo do antigeno ao LT (LIPSKY e ROSENTHAL, 1973; GAO
et al., 2001; ALISI et al., 2017).

No contexto da apresentacdo de antigenos pelos macrofagos e
ativacaol/inibicdo da atividade linfocitaria, o MHCII e as moléculas coestimulatorias
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CD80 e CD86 desempenham um papel fundamental e sua auséncia pode anular a
funcdo imunolégica (KEIR e SHARPE, 2005). Neste estudo, os analogos, com
excecdo do AR08, foram capazes de diminuir a expressao de CD80 e, com exceg¢ao
de AR08, AR13 e AR22, os demais também reduziram a expressao de CD86. Ja o
MHCII foi reduzido somente pelos analogos AR23 e AR33, sendo esta atividade um
diferencial de tais analogos. Estes resultados sugerem que os analogos (exceto
ARO08) podem suprimir ou diminuir a ativacao de células T por regulacdo descendente
de moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86. Além do mais, os AR23 e AR33
poideriam interferir ndo sé na co-estimulacdo dos linfécitos como também na
apresentacao do antigeno para o LT virgem, impedindo assim sua ativacdo. Pautado
nesta premissa, 0 presente estudo sugere mais um rumo promissor no tratamento de
doencas autoimunes ou reacdes de hipersensibilidade pelos analogos do resveratrol.

Em sintonia com o presente estudo, Sharma et al. (2007) também observaram
uma reducdo na expressdo das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 em
macrofagos estimulados e tratados com resveratrol, demonstrando que esta
diminuicdo acontece de maneira dose-dependente. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Wang et al. (2015) em células dendriticas estimuladas com
ovalbumina (OVA), porem utilizando o tratamento prévio a estimulacdo. Ja Svajger,
Obermajer e Jeras (2010), ao tratar células dendriticas com baixas doses de
resveratrol (10 ou 50 uM), percebeu que as mesmas perdiam a capacidade em
produzir IL-12p70 e aumentavam a producao de IL-10, além de diminuir a expressao
de CD40, CD80, CD86 e MHCII. Esses achados, associados aos resultados do
presente estudo, reforcam o carater imunomodulador associado ao resveratrol e seus
anélogos.

Foi verificado também que, com excecdo de AR33 e resveratrol, os analogos
sdo capazes de aumentar a expressao de CTLA-4 em LT e LB. Em LT, a molécula
CTLA-4 esta relacionada ao declineo da funcgéo celular e ativacdo de vias apoptoéticas
(QUANDT et al., 2007). Em LB, embora ainda ndo tenha sido completamente
elucidado, uma das consequéncias no aumento da expressédo da expressao desta
molécula consiste em uma menor producdo de anticorpos na resposta dependente de
LT contra aloantigenos (QUANDT et al., 2007; YOUNG et al., 2016). Com 0 aumento
de sua expressao promovida pelos analogos abriu-se outra possibilidade para a

regulacéo descendente da resposta inflamatoria.
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Diante dos dados obtidos in vitro foi possivel discernir os analogos mais
promissores sob o aspecto de diminuicdo/modulacéo da resposta imune, sendo eles
0 ARO7, o0 AR23, 0 AR25 e 0 AR33. Um diferencial do presente estudo que merece
atencao é a aplicacdo do tratamento apds a estimulacdo das células. Este protocolo
foi escolhido visto que a intencéo é controlar um processo inflamatorio ja estabelecido.
Em diversos estudos com o resveratrol o que se observou foi a aplicacdo do(s)
composto(s) antes do estimulo, o que configura um carater profilatico (SHARMA et al.,
2007; LEE et al., 2015; MA et al., 2015).

Assim sendo, estes compostos destacados foram testados no primeiro
modelo in vivo abordado no presente estudo: edema de orelha murino. Conforme
demonstrado, o tratamento do edema de orelha com os analogos AR07, AR23, AR25
e AR33 exibiram resultados muito semelhantes ao resveratrol: sendo capazes de
reduzir o edema, diminuir o acumulo de células inflamatdrias, reduzir a producao de
IL-6, CCL2 e a atividade de MPO. Uma especial atencéo foi dada aos analogos AR23
e AR33 que foram os Unicos capazes de promover ainda a reducdo de IL-1pB, ja que
este foi um resultado diferente do comportamento in vitro descrito para os analogos
onde todos foram capazes de diminuir a concentracéo de tal citocina. E importante
ressaltar que todos estes parametros avaliados sdo de suma importancia na iniciacao
e manutencao da resposta inflamatdria inata. Sendo assim, uma vez diminuidos pela
acdo dos andlogos, reduz-se também o risco de que este evento evolua para a
cronicidade ou gere qualquer outra complicacdo mais danosa ao tecido. Voltando-se
o olhar para as doencas inflamatérias, os compostos em guestdo vao se tornando
cada vez mais promissores na composi¢ao de novas alternativas no tratamento destas
doencas. Além disso, conforme demonstrado por Pinto et al. (2015), o 6leo de créton
€ um agente flogistico capaz de ativar diversas vias relacionadas a inflamacao, tais
como a do NF-xB e AP-1, causando aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatacdo, migracdo de leucécitos, libertacdo de histamina e serotonina e
aumento dos niveis de eicosandides sintetizados pelas enzimas COX e 5-lipoxigenase
(5-LOX). Assim, a reducdo do edema induzida pelos analogos sugere que 0s
compostos sejam capazes de atuar nestas vias do processo inflamatorio que nao
foram investigadas neste estudo, mas para as quais o resveratrol jA demonstrou
capacidade de inibicdo, conforme mencionado anteriormente.

Outro ponto que deve ser mencionado com relagcdo ao modelo de edema de
orelha foi o fato de ter sido observado efeito por meio da aplicacdo tépica dos
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analogos. Considerando este resultado e extrapolando para a futura elaboracéo de
uma forma farmacéutica tépica voltada para certas desordens inflamatérias humanas
ou veterindrias, teria-se a vantagem de esta ser descrita como uma via segura,
cobmoda, com efeitos possiveis de serem limitados & &rea exposta e, portanto, com
menos riscos de reacdes adversas/efeitos colaterais (JORGE, FERES e TELES,
2011; DIMASSI et al., 2016). Além disso, a via topica extingue a perda da droga sofrida
pelo metabolismo de primeira passagem, como ocorre por via oral, por exemplo, e que
ndo é desejavel para compostos de baixa biodisponibilidade como no caso do
resveratrol (ZETNER, ANDERSEN e ROSENBERG, 2016). Uma desvantagem desta
via de administracdo e que ela ndo contempla possiveis melhorias na
biodisponibilidade devido a mudancas estruturais presentes nos analogos. Assim, o0
efeito semelhante observado no tratamento com os analogos e com o resveratrol
poderiam ser completamente diferentes caso as drogas fossem administradas por
outras vias. Mais estudos seréo realizados a fim de realizar estas comparacoes.
Uma especial atencado foi dada aos analogos AR23 e AR33 que foram os
Unicos capazes de promover in vivo, a reducdo da citocina IL-1B. Diante deste
comportamento favoravel destes analogos, os mesmos foram submetidos a outro
modelo de inflamacéo, sendo escolhido o de artrite induzida por zymosan. Este Gltimo
se diferiu do edema de orelha, basicamente, pelo tempo de inflamacédo, via de
administracdo e doses utilizadas. No modelo de artrite, verificou-se que os analogos
tiveram atividade muitas vezes comparavel ao da droga de referéncia, a
dexametasona, como na avaliacdo da area do infiltrado inflamatoério, nUmero de
células inflamatérias por campo (apenas AR33), densidade celular e reducdo da
concentracédo de TNF-a (apenas AR33). Nos parametros IL-1p3, IL-12, CCL2 e TNF-a
(para AR23) observou-se redugcdes muitas vezes equivalentes ao controle negativo.
Um resultado surpreendente encontrado no modelo de artrite foi o aumento
consideravel na producdo de IL-10 no grupo tratado com o AR33 e maior ainda
naqueles que receberam o AR23, o que ndo havia sido observado nas analises in
vitro. Estes resultados podem indicar que o contato prolongado com os analogos
AR23 e AR33 seja capaz de induzir a producao deste mediador ou que outros tipos
de células presentes na resposta in vivo (tais como células regulatorias), sejam
estimuladas pelos compostos a produzirem IL-10. Outra hipdtese plausivel seria a
formacao de metabalitos ativos de AR23 e AR33. Mais estudos deverao ser realizados

a fim de averiguar estas hipoteses.
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Esse conjunto de atuacdes apresentado pelas novas moléculas estdo de
acordo com o resultado obtido por Coradini et al. (2015) que testou a acdo do
resveratrol co-encapsulado em nanocpsulas em ratos com artrite induzida por
Adjuvante de Freud Completo. No estudo mencionado, a protecdo da molécula
permitiu que o resveratrol exibisse seus efeitos anti-inflamatoérios: diminuicdo da
fibrose, do infiltrado inflamatério, do dano 6sseo e cartilaginoso, fazendo com que a
histologia dos animais tratados ficasse muito semelhante a de animais saudaveis.

Os tratamentos disponiveis atualmente para doencas inflamatérias crénicas
ou autoimunes consistem, basicamente, em drogas imunossupressoras, além de
alguns destes tratamentos serem altamente custosos e relacionados a marcantes
reacoes adversas e efeitos colaterais (CHINEN e BUCKLEY, 2010). Sabendo desta
forte influéncia que a dexametasona poderia causar aos animais que receberam a
mesma, foi avaliado um achado bastante interessante durante a eutanasia dos
animais em relacdo aqueles tratados com os analogos ou o resveratrol: a atrofia do
baco. Esta avaliagdo demonstrou que o glicocorticoide mais prescrito e usado para o
tratamento e alivio da dor de causas diversas foi capaz de reduzir cerca de 35% do
tamanho do baco comparado ao animal saudavel e 50% comparado ao baco do
animal ndo tratado ou que recebeu analogos/resveratrol como tratamento (VYVEY,
2010). Este dado pode ser diretamente relacionado a gravidade da imunossupressao
tipica do tratamento com glicocorticoides e, mais uma vez, os analogos em estudo
demonstraram ter potencial para futuras investigacdes que os conduzam para a
elaboracdo de novos medicamentos com potencial anti-inflamatorio.

A interpretacao dos resultados in vitro e in vivo permitem elucidar uma acéo
geral destes analogos que, primariamente, afetariam a resposta imune inata através
da diminuicéo da producdo de NO, das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a e da quimiocina
CCL2. Desta forma, a reducéao de tais mediadores inflamatérios diminuiriam a ativacéao
de outras células da imunidade inata, seu recrutamento, mobilizacdo para o tecido
afetado e proliferacao, liberacdo de DAMPs que amplificam ainda mais a reposta
inflamatodria e ativagdo da via do NF-«B (influenciado, inclusive, pelo pontencial
antioxidante). Um achado in vivo ainda demonstrou a capacidade de alguns
compostos reduzirem a MPO e assim, o dano causado pelos neutrofilos. Em um
préximo nivel, a capacidade que os analogos tiveram de diminuir a expressao de
coestimuladores da familia B7 em macrofagos implicaria na reducédo da capacidade
de ativacdo de linfécitos T por tais APCs. Os analogos AR23 e AR33, além disso,
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seriam capazes de interferir no mecanismo de apresentacao do antigeno via MHCII,
por diminuir a expressao deste complexo em macrofagos. O aumento na expressao
de CTLA-4, por outro lado, contribuiria para o declineo da resposta gerada pelos
linfocitos que fossem ativados. Assim, ha a possibilidade de se diminuir drasticamente
a ativacao da imunidade adquirida, tendo em vista que ainda houve uma diminuicéao
no indice de proliferacdo de células T e B englobando, portanto, imunidade celular e
humoral. Cabe lembrar que ao reduzir a produgcdo de anticorpos, interfere-se na
capacidade de opsonizac¢ao do alvo em questao, diminuindo a atividade dos fagécitos.
Outras alteracbes na imunidade adquirida podem ser oriundas da reducdo na
concentracdo das citocinas IL-12 e IFN-y, fundamentais para manter o link entre
macrofagos e linfécitos T, sem as quais se dificulta a cronificacdo do quadro

inflamatorio.
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2.6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que oito analogos selecionados apresentavam
potencial anti-inflamatério igual ou superior ao do resveratrol. Dentre eles se
destacaram os compostos AR0O7, AR23, AR25 e AR33 que também se mostraram
eficazes in vivo. Dois destes analogos, AR23 e AR33 demonstraram ser moléculas

promissoras para serem utilizadas em desordens inflamatérias.
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CANCER E ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS ANALOGOS DO
RESVERATROL



116

CAPITULO III

3.1 NEOPLASIAS MALIGNAS

As neoplasias malignas, popularmente conhecidas como cancer, tratam-se de
um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doencas que tém em comum O
crescimento desordenado de células anormais com potencial invasivo, resultante de
mutacOes causadas pelos carcindgenos. Cerca de 5% a 10% das neoplasias séo
resultados diretos da herancga de genes relacionados ao céancer, mas grande parte
envolve danos ao material genético de origem fisica, quimica ou bioldgica, que se
acumulam ao longo da vida (INUMARU, SILVEIRA e NAVES, 2011).

No Brasil, para o biénio 2016-2017, a estimativa é de cerca de 600 mil casos
novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente
180 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de neoplasias. O perfil
epidemioldgico observado indica que os canceres de prostata (61 mil) em homens e
mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Sem contar os casos de cancer
de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em homens séo prostata (28,6%),
pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas
mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%),
pulméo (5,3%) e estbmago (3,7%) estdo entre os principais (BRASIL, 2015). Diante
disso, as neoplasias malignas sao consideradas como um problema de saude publica
ndo sO no pais, mas em todo o mundo, especialmente nos paises em
desenvolvimento.

Até o0 momento, a prevencado e a identificacdo precoce continuam sendo as
formas mais eficazes de se evitar todos os maleficios que acompanham uma
neoplasia (BRASIL, 2011). Sabe-se que a chance de cura é variavel de acordo com o

tipo de tumor e outras condi¢cdes do individuo e, muitas vezes, os tratamentos
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disponiveis ndo sao eficazes, além de pouco tolerados devido a manifestacdo de

inumeros efeitos adversos (METRI et al., 2013).

3.1.1 Imunologia do tumor

O sistema imunolégico exerce grande influéncia nas neoplasias, seja
impedindo ou favorecendo o surgimento destas doencas. De maneira geral, o sistema
imune tem o maior potencial para a destruicdo especifica de tumores com nenhuma
toxicidade para o tecido normal permitindo ainda, a formacdo de memdria a longo
prazo que pode prevenir a recorréncia de neoplasias (FINN, 2012).

Contudo, quando o sistema imune esta debilitado ou com um defeito
funcional, a célula cancerosa tem a capacidade de burlar esse mecanismo de defesa.
Além disso, a célula maligna precisa, durante algum tempo, que o sistema imune néo
Ihe reconheca como tal, o que é possivel devido a mecanismos de escape e/ou
"mascaramento”, com 0s quais o tumor consegue evadir-se da resposta imunoldgica
(ORTEGA et al., 1998; SHARMA et al., 2010). Estas evidéncias fizeram com que, nos
altimos anos, os cientistas mudassem o foco de suas investigacbes da célula
cancerosa para o hospedeiro e 0 microambiente em que cresce o tumor (FINN, 2012).

Assim, para que 0 organismo apresente uma resposta imune contra o tumor
€ necessario que as células imunocompetentes interajam com estruturas
reconhecidas como nao-préprias presentes nas células tumorais que, por sua vez,
podem expressar antigenos com maior ou menor capacidade imunogénica. Tais
antigenos podem ser basicamente de dois tipos: tumor-especificos Unicos -
manifestados apenas em células tumorais - e tumor associados — manifestados
também em algumas células normais, porém com caracteristicas quantitativas e
qualitativas distintas (ALMEIDA et al., 2007).

A imunogenicidade dos tumores também é afetada pela falta de peptideos de
moléculas “estranhas” que possam ser apresentadas pelas proteinas do MHC,
parecendo assim, normais ao sistema imune. Ha também a possibilidade de perda de
uma ou mais moléculas do MHCI e a falta de expresséo de proteinas coestimuladoras,
necessarias para ativar os linfocitos T virgens (MURPHY, 2014).

De um modo geral, a imunidade celular destaca-se na resposta anti-tumoral.

Neste contexto, as células T helper e citotdoxicas sdo as mais importantes, pois
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participam da destruicdo direta das células cancerosas e também na ativacdo de
outros mecanismos efetores (HUNG et al.,, 1998; WANG, 2001; MURPHY e
GRIFFITH, 2016). Os linfécitos Thl contribuem na resposta global por meio da
producdo de citocinas. Apesar de tais células ndo serem ativadas pelo MHCI, sua
atividade é desencadeada por ceélulas cancerosas e/ou parte delas que séo
fagocitadas e apresentadas via MHCII por APCs. Ja os linfocitos T citotdxicos (CD8*)
séo capazes de lisar diretamente as células tumorais através da producao e secrecao
de granzimas e perforinas (CRUVINEL et al., 2010; MURPHY e GRIFFITH, 2016).

Embora de suma importancia para a destruicdo do tumor, linfécitos T
citotoxicos atuam de modo MHCI restrito, contudo alguns tumores sao capazes de
diminuir a expressdo de antigenos associados a este MHC, conseguindo assim um
meio de escapar da acdo destes linfécitos. Entretanto, nestes casos, as células NK,
pertencentes a imunidade inata e cuja acdo nao se restringe a presenca de MHC, se
mostram de fundamental importancia (BROEK et al., 1995). Ao haver interacéo célula-
efetora:célula-alvo, e prevalecendo os sinais de ativacdo, em poucos minutos,
observa-se a formacdo de uma sinapse imunoldgica estavel entre as membranas
celulares da célula NK e célula tumoral. Nessa sinapse, a célula NK libera seus
granulos citoplasmaticos (HAZELDINE et al., 2012). Dentre os componentes
presentes nestes granulos, destacam-se os membros da familia das granzimas,
granulosimas e perforinas. As granzimas sao serina-proteases altamente especificas
que no meio acido dos granulos se mantém inativas. Os tipos A e B sao 0s mais
abundantes e parecem ser 0s principais responsaveis pela destruicdo do alvo, sendo
a granzima B, responséavel por induzir apoptose por meio da ativacdo da via das
caspases, principalmente. J4 as granulosinas parecem ter sua acao preferencialmente
dirigida & destruicdo de micro-organismos, enquanto as perforinas sdo capazes de
formar poros na membrana plasmatica por onde penetram outros componentes
presentes nos granulos da célula efetora (BROEK et al., 1995; ORANGE, 2008).

Células NK podem também expressar receptores como FasL (CD95) e TRAIL
(do inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand), que induzem a apoptose da célula
alvo através da ativacdo de DNAses (ZAMAI et al., 1998). Além da induc&o de morte
celular programada, podem destruir o alvo por inducéo de lise osmética, provocando
perda de material intracelular e entrada de agua através dos poros formados
(ARANCIA, MALORNI e DONELLI, 1990).
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De acordo com Smith et al. (2002), as células NK podem também influenciar
o desenvolvimento de LT e LB, além de participarem da formacdo de respostas
imunolégicas adaptativas (imunidade especifica e memoria imunolégica contra
tumores e patdégenos). A lise de células cancerosas por células NK fornece antigenos
tumorais para CDs, induzindo seu amadurecimento, tornando-se uma APC que, por
sua vez ativa os LT CD8", nos ganglios linfaticos. Além disso, o IFN-y, produzido por
células NK ativadas, ativa LTC e células T helper, levando a proliferacdo destas
células e a producdo de mais citocinas. Anticorpos anti-tumorais podem ser
produzidos por células B estimuladas por citocinas oriundas de células NK e de
linfocitos T helper.

Diante do exposto, observa-se que a grande especificidade do sistema imune
em conseguir destruir células cancerosas com preservacao de células sadias seria 0
mecanismo ideal para o tratamento de cancer, haja vista que nao haveria os efeitos

adversos associados aos tratamentos disponiveis na atualidade.

3.1.1.1 Microambiente tumoral

Mesmo diante do papel de vigilancia do sistema imunolégico, o tumor tem a
capacidade de manipular a resposta imune de modo a beneficiar 0 ao seu crescimento
e a sua sobrevivéncia. Isso ocorre porque o processo inflamatério ativa células que
podem criar um ambiente favoravel para células cancerosas onde ha a liberacao de
fatores de crescimento, inducdo de angiogénese e remodelagem de matriz
extracelular contribuindo, inclusive, com o aparecimento de metastase (COUSSENS
e WERB, 2002). Denomina-se “imuno-edi¢do” todas as alteracdes causadas pelo
sistema imune e que influenciam nos tumores, direta ou indiretamente (DUNN, OLD e
SCHREIBER, 2004).

Os macréfagos associados a tumores (MAT), por exemplo, embora
primariamente devam atuar eliminando as células tumorais quando ativados por IFNs
ou interleucinas (IL-2 e IL-12), também sdo estimulados a produzir fatores de
crescimento, angiogénicos, linfogénicos, citocinas e proteases capazes de
potencializar a progressdo tumoral. Além disso, produzem IL-10, uma citocina
imunossupressora, que diminui a destruicdo das células neoplasicas mediada por
células T (DUNN et al., 2002; DUNN et al., 2006; BOAS et al., 2013).
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Pikarsky et al. (2004) demonstrou em modelo murino de carcinoma
hepatocelular que o NF-kB, importante no processo inflamatério, apresenta-se ativado
nos hepatécitos devido a inflamacdo observada por meio da liberacdo de TNF-a.
Deste modo, produz-se um efeito anti-apopt6tico que pode ter relagdo aos mecanismo
de progressao tumoral associada a inflamacao cronica.

As CDs também s&o encontradas no microambiente tumoral. Dependendo de
seu grau de maturidade, as CDs atuam como excelentes células fagociticas (células
imaturas) ou como APCs profissionais. Outros fatores importantes sdo o tipo e o modo
com gue sao ativadas, pois as CDs séo capazes de apresentar antigenos exdgenos
tumorais sollveis para linfécitos T virgens, tanto via MHCI, quanto MHCII (SCHNURR
et al., 2005). Assim, estas células desempenham importante funcéo para a geracao
de uma resposta antitumoral (CUTLER, JOTWANI e PULENDRAN, 2001).

No contexto do microambiente tumoral, tem sido sugerido que a infiltracdo de
células do sistema imune adquirido esta associado a tumores de melhor progndstico,
ja que espera-se uma resposta antitumoral por parte do organismo. No entanto, a
presenca de células do sistema imune inato, com destaque para os macrofagos,
constituiria um fator favoravel a progressao neoplasica, caracterizando tumores de
prognéstico ruim (CACCIATORE et al., 2012; SANCHEZ-ESPIRIDION et al., 2012).

Além de células, ha também a forte influéncia das citocinas como o fator de
crescimento e transformacao (TGF) beta, IL-10, IL-4 e IL-5, que exercem atividade
imunossupressora. Outro fator capaz de afetar as células tumorais é a alta taxa de
metabolismo anaerdbico de glicose que faz com que este microambiente apresente
um pH acido e rico em lactato, contribuindo para a selecéo de células mais resistentes
e invasivas (ESTRELLA et al., 2013; JUSTUS, DONG e YANG, 2013).

3.1.2 Tratamentos disponiveis para o cancer

O tratamento do cancer em geral precisa ser realizado por uma equipe
multidisciplinar a fim de oferecer suporte nas diferentes esferas que sao afetadas com
a doenca — fisica, psiquica e social (CANTINELLI et al., 2006).

Para a erradicacdo do tumor, basicamente, podem ser identificadas quatro
abordagens principais: cirdrgica e radioterapica, como tratamentos locais;

guimioterapica e terapia com agentes bioldégicos (como hormdnios, anticorpos ou
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fatores de crescimento), como forma de tratamentos sistémicos (ANJOS e ZAGO,
2006). Na maioria dos casos, sao feitas combinagcdes entre as quatro abordagens
mencionadas, proporcionando um aumento na sobrevida da paciente (ALMEIDA et
al., 2005; LEIGHL et al., 2008; FRASCI et al., 2010).

A técnica cirurgica apresenta grande validade para a remocéo de tumores que
ndo metastizaram (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE
GROUP, 2011). J4 a radioterapia, na maior parte dos casos, é associada com a
cirurgia agindo de modo sinérgico, uma vez que, isoladamente, ndo € capaz de reduzir
0s tumores grandes e a chance de metastase, apresentando ainda efeitos colaterais
graves (YANG e HO, 2013).

A quimioterapia consiste no uso de farmacos citotoxicos, por via oral ou
intravenosa, com o intuito de erradicar ou mesmo diminuir a massa tumoral na fase
inicial ou avancada da doenca. Em geral, € utilizada uma combinacdo de farmacos
com mecanismos de acdo distintos que permitem aumentar a eficiéncia do tratamento,
diminuir sua toxicidade e reduzir a possibilidade de resisténcia (HASSAN et al., 2010).

Algumas das principais classes de antineoplasicos citostaticos sdo farmacos
gue atuam: no DNA, como as antraciclinas (ex. doxorrubicina) e as mostardas
nitrogenadas (melfalano); na organizacdo do fuso mitético (ex. vimblastina); na
inibicdo do ciclo celular, como os taxanos (ex. paclitaxel e docetaxel); ou no
citoesqueleto (ex. miltefosina). A quimioterapia é chamada de neoadjuvante ou
adjuvante, dependendo se for administrada antes da remocao cirdrgica do tumor ou
depois, respectivamente (HASSAN et al., 2010).

J4 a hormonioterapia tem impacto positivo em pacientes portadoras de
tumores com receptor hormonal positivo, com ou sem utilizacdo de quimioterapia,
além de diminuir o risco de reincidivas apds a remocéo cirargica de alguns tumores,
como os de mama (WOLMARK e DUNN, 2001). O principal farmaco utilizado neste
grupo é o tamoxifeno, pertencente a classe dos antagonistas de receptores de
estrogénio (CUZICK et al., 2015).

Contudo, a auséncia de seletividade destes medicamentos faz com que os
mesmos sejam citotoxicos para células saudaveis, sobretudo para células de
crescimento rapido como células gastrintestinais, capilares e do sistema imunoldgico.
Por conta deste problema, ocorrem os principais efeitos adversos relacionados ao uso

de quimioterapia antineoplasica (METRI et al., 2013). No quadro 2, estao listados os
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principais efeitos adversos gerais associados aos quimioterapicos antitumorais
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

Quadro 3: Principais efeitos adversos relacionados a quimioterapia do cancer.

PRINCIPAIS EFEITOS ADVERSOS DA QUIMIOTERAPIA ANTITUMORAL
Perda de cabelos e pelos Baixa contagem de plagquetas
Mudancas nas unhas Fadiga
Perda ou aumento de apetite Neuropatias
Nauseas e vomitos Alterag®es no ciclo menstrual
Baixa contagem de células sanguineas Cardiomiopatias
Maior risco de infec¢des Sindrome méo-pé
Diminuicéo da fungéo cognitiva Risco aumentado de leucemia

FONTE: Adaptado de American Cancer Society (2015).

A escolha da melhor terapéutica deve ser feita com base nas caracteristicas
do individuo, levando-se em consideracdo sua idade, tipo de cancer, estagio da
doenca e se o tumor apresenta receptores para horménios ou ndo, dentre outros
fatores (FRASCI et al., 2010). Embora a melhor escolha seja feita para um
determinado paciente, € altamente provavel que surjam complicacdes inerentes ao
tratamento antineoplasico e, por isso, 0 monitoramento da resposta apresentada pelo
paciente € um elemento-chave na gestdo do cancer, ja que nem todos os individuos
se adequam a terapia (GRAHAM et al., 2014).

Devido aos efeitos colaterais e rea¢gfes adversas da quimioterapia € comum
observar a recusa do paciente em continuar seu tratamento, podendo comprometer a
eficacia da terapia. Este € um ponto que tem sido trabalhando na area da Oncologia,

pois ndo se pode desejar apenas aumentar o tempo de sobrevida do individuo, sem
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gue o mesmo tenha qualidade de vida, minimizando-se o sofrimento de todos os
envolvidos no processo de cuidar (SAWADA et al., 2008).

O surgimento de drogas biologicas baseadas no desenvolvimento de
anticorpos monoclonais (AcM) contra células tumorais trouxeram beneficios para o
tratamento de alguns tipos de neoplasias. Dentre eles, destacam-se o Rituximab, ja
utilizado no tratamento de linfomas, e o Cetuximab e Panitumumab, utilizados em
cancer colorretal. No entanto, como ocorre com qualquer classe de farmacos, a
possibilidade de efeitos indesejaveis advindos do uso dos medicamentos
imunobiolégicos deve ser considerada. Este aspecto ganha dimensdo ainda maior,
dada a intensa acdo dessas drogas sobre 0s processos imunolégicos. Acrescenta-se
a isso o fato de que varios dos alvos dessas moléculas participam de mudltiplos
processos fisioldgicos, ampliando o risco de efeitos indesejaveis dos medicamentos
em questdo (VIEIRA e SENA, 2009). Neste contexto, drogas que atuem como
antagonistas da molécula PD-1, resultando em morte da célula tumoral pelas células
imunologicas sdo as que tém despontado como apostas de formas mais eficazes e
modernas de se tratar o cancer (SUI et al., 2015).

Mesmo com 0s avangos no tratamento, com o diagndstico precoce e auxilio
de terapias adjuvantes, uma consideravel parcela de individuos diagnosticados com
cancer desenvolvem metastase que se torna praticamente incuravel e com sobrevida
média de dois anos (MITCHELL et al., 2006). Esta é outra evidéncia que fortalece os
esforcos da ciéncia na busca por novas formas de tratamento eficazes contra as

neoplasias.

3.1.3 Agéo antitumoral do resveratrol

Em relac@o ao cancer, os primeiros relatos da acdo do resveratrol contra esta
enfermidade ocorreram em 1997, quando Jang e colaboradores (1997) publicaram um
trabalho reportando a habilidade do resveratrol em inibir a carcinogénese em multiplos
estagios. No estudo mencionado, houve uma significativa reducdo no namero de
tumores de pele (98%) em camundongos tratados topicamente com resveratrol.

Desde entdo, diversas investigacbes tém demonstrado a acgdo deste

composto sob inimeros tipos de cancer em diferentes estagios de desenvolvimento:
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in vitro, o resveratrol foi capaz de induzir morte celular em modelos de neuroblastoma
humano (VAN GINKEL et al., 2007); de cancer colorretal (TRINCHERI et al., 2007) e
de mama (NAKAGAWA et al., 2001; LE CORRE et al., 2005; TANG et al., 2008), inibiu
a proliferacdo de células malignas quimiorresistentes ou quimiossensiveis em
modelos de mieloma multiplo humano (SUN et al., 2006), inibiu a proliferacéo celular
e aumentou a apoptose em modelos de cancer de prostata (BENITEZ et al., 2007),
além de ocasionar uma sensivel reducdo na migracao e invasao de células de cancer
mamario humano (TANG et al., 2008). Outra a¢do atribuida ao composto foi a de
potencializar a atividade anti-tumoral de farmacos como o melfalano e o tamoxifeno,
ambos utilizados no tratamento do cancer de mama (CASANOVA et al., 2012; SHI et
al., 2013).

Muitos mecanismos de acao tém sido postulados a fim de explicar a atividade
antiproliferativa do resveratrol. Estes incluem a ativacdo da via apoptética intrinseca,
a geracao de EROs, a modulacéo da via p53 e a ativacao da via receptor de morte
extrinseca. Especificamente, o resveratrol é capaz de interferir com a cadeia
respiratoria mitocondrial, gerando um aumento da producdo de EROs. O estado redox
das células desempenha um papel importante em muitos tipos de apoptose e a ROS
produzido ao nivel das mitocéndrias pode estar envolvido na morte de células
(FRAZZI e TIGANO, 2014).

Em estudos in vivo, o resveratrol foi capaz de reduzir em mais de 40% o
ndmero de metastases em modelos de carcinoma de pulméo (KMA, 2013). Utilizando
o modelo de cancer pancreatico, Zhou et al. (2011) demonstraram que o resveratrol
ativa a caspase-3, um mediador crucial de apoptose. Soma-se ainda a atividade
antineoplasica in vivo do resveratrol, a capacidade de inibicdo do crescimento tumoral
em modelos murinos de neuroblastoma (VAN GINKEL et al., 2007), significativa
reducdo do crescimento de adenocarcinomas mamarios (BENITEZ et al., 2007) e
maior sensibilizagdo de alguns tipos de células cancerosas a radioterapia (KMA,
2013).

Semelhante ao que ocorre na doenca inflamatéria, os mecanismos
responsaveis pelas atividades antitumorais exibidas pelo resveratrol ainda ndo foram
completamente elucidados. Apesar disso, diversos trabalhos indicam as ac¢bes do
resveratrol que poderiam contribuir para este efeito. Para Fulda e colaboradores
(2010), o composto atua modulando as vias de sinalizagdo responsaveis pelos

mecanismos de resisténcia a apoptose. Ja& Sautter e colaboradores (2005)
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demonstraram que a inibicdo do crescimento tumoral pode ser resultado da inibicéo
da cascata do acido araquidonico, rota metabdlica que pode induzir a génese de
tumores. Outra via proposta € a inibicdo da proteina quinase-C, um mediador chave
na formacdo dos tumores (FULDA, 2010). A inibicdo da angiogénese também é
apontada como um mecanismo importante do resveratrol na contencdo de massas
tumorais (BAUR e SINCLAIR, 2006).

Apesar de todas estas atividades, o mecanismo de a¢ao contra o cancer mais
evidente é sua habilidade em induzir apoptose nas células tumorais utilizando
diferentes vias relacionadas a regulacdo da sobrevivéncia ou morte celular
(STEWART, CHRISTMAN e O'BRIAN, 2000; SAUTTER et al., 2005; ABDEL-
MOHSEN et al., 2006; TRINCHERI et al., 2007; BHARDWAJ, SETHI e VADHAN-RAJ,
2007).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Geral

Avaliar o potencial antitumoral de compostos anélogos do resveratrol.

3.2.2 Especificos

- Anédlises in vitro

e Selecionar os analogos mais promissores por meio da andlise da viabilidade de
células tumorais 4T1.

e Avaliar os efeitos dos analogos sobre a viabilidade de linhagens de carcinoma
mamario humano (MCF-7) e melanoma murino (B16.F1).

e Determinar a LCso e 0 indice de seletividade dos analogos sobre as linhagens
tumorais 4T1, B16.F1 e MCF-7.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Preparo dos anélogos e do resveratrol

As substancias foram dissolvidas em uma solucéo de etanol P.A. (VETEC) e,
em seguida, em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640)
(GIBCO) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico
contendo penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1ug/mL, GIBCO), de modo

gue a concentracao final maxima de etanol utilizada nos ensaios foi de 0,1%.

3.3.2 Avaliacéo do potencial antitumoral induzido pelos anéalogos do resveratrol

A atividade antineoplasica dos analogos do resveratrol também foi avaliada
pelo método MTT, utilizando-se culturas de células 4T1, B16.F1 e MCF-7.

Este ensaio foi idéntico ao descrito em “Influéncia dos analogos do resveratrol
na viabilidade de células RAW 264.7 e J774.A1” (item 2.3.4), havendo também os
controles nédo tratados (apenas meio de cultura) e controle do etanol 0,1% (v/v). Para
0 ensaio com 4T1, utilizou-se uma concentracdo de 2x102 células por poco (LAl et al.,
2012); para B16.F1, 10* células por pogo; e para MCF-7, 10* células por poco
(adaptado de POZO-GUISADO et al., 2002). Em ambos os casos, submeteu-se o

sistema a 48h de incubacao a 37°C e sob atmosfera com 5% de CO..

3.3.3 LCso dos analogos do resveratrol para RAW 264.7, 4T1, B16.F1 e MCF-7 e
indice de seletividade

Para fins de célculo de LCso, foram realizados os ensaios de maneira idéntica
a descrita em “LCso dos analogos do resveratrol para RAW 264.7” (item 2.3.6) para as
seguintes linhagens 4T1, B16.F1 e MCF-7. ApGs serem semeadas e aderirem a placa,
as células foram expostas a 8 concentracdes distintas de cada substancia em teste
(2000, 800, 400, 200, 100, 50, 25 e 10 uM) por 48h, quando foi aferida a taxa de
viabilidade celular pelo método de MTT. Os dados foram tratados no software
GraphPad Prism, verséo 5.00 (GraphPad Software Inc., EUA).
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O indice de seletividade (IS) dos compostos foi calculado pela razdo entre a
LCso obtida em cultura de células ndo tumorais e a LCso obtida pela exposicao de uma
linhagem tumoral as substancias (THOMAS et al., 2014). Para a avaliacdo do indice
de seletividade (IS) em células tumorais foi estabelecido que o mesmo nao deveria

ser inferior a 2, corroborando o estudo de Koch et al. (2005) Badisa et al. (2009)

3.3.3.1 Comparacao entre a influéncia dos analogos do resveratrol e melfalano na

viabilidade de células RAW 264.7 e macréfagos peritoneais

Foram conduzidos ainda, dois ensaios adicionais idénticos ao descrito com
células RAW 264.7 (item 2.3.4) e macrofagos peritoneais (item 2.3.5) comparando-se
a influéncia dos analogos com o melfalano no que diz respeito a viabilidade destas
células. O melfalano é um agente quimioterapico amplamente usado na terapia do
cancer, especialmente no mieloma mdltiplo e de mama, que apresenta indmeras
reacoes adversas (CASANOVA et al., 2012). O medicamento Alkeran®, contendo o
ativo na concentracdo de 5mg/mL, foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Angelo Atalla,
chefe do servigo de hematologia do Hospital Universitario da UFJF. Preparou-se uma
solucdo do farmaco em meio RPMI-1640 suplementado que produziu uma
concentragéo de 10uM por pogo.
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3.4 RESULTADOS

Uma vez determinado o perfil citotoxico dos analogos em células RAW 264.7,
também foi avaliado o potencial destes compostos sobre a viabilidade de células
tumorais da linhagem 4T1, nas mesmas concentracdes testadas anteriormente.
Conforme demonstrado na figura 25, os anédlogos AR32, AR38, AR70 e AR76 néo
foram capazes de diminuir a viabilidade celular e/ou reduzir a proliferacdo das células
tumorais, sendo o AR76 (50uM) capaz de aumentar a proliferacdo desta linhagem. O
etanol (0,1%), mais uma vez, ndo influenciou significativa na viabilidade destas células
tumorais.
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Figura 25: Avaliacdo do potencial antitumoral do resveratrol e analogos sobre
células 4T1 em diferentes concentragdes. Células 4T1 foram plaqueadas na
concentracdo de 10% células por poco e expostas as concentracdes de 10, 25 e 50 uM
dos analogos ou do resveratrol. Apés um periodo de 48h de incubacéao, foi feita a
avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT. O resultado foi expresso em
percentual de sobrevivéncia celular calculado comparativamente ao controle (meio).
O etanol 0,1% (ndo demonstrado na figura) nao induziu diminuicdo da viabilidade.
*p<0,01 (ANOVA/Dunnet). RVT: resveratrol.
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Assim, uma vez que os compostos AR16, AR32, AR35, AR38, AR39, AR70 e
AR76 apresentaram importante influéncia na viabilidade de células RAW264.7 e/ou
baixa atividade antitumoral, estes compostos foram excluidos dos ensaios posteriores.
Dentre 0os compostos eleitos para as andlises seguintes encontram-se sete iminas
(ARO7, AR08, AR13, AR22, AR23, AR25, AR26) e uma hidrazona (AR33).

No ambito da investigacdo de novas drogas antitumorais, um elemento-chave
que deve ser avaliado logo no estagio inicial, uma vez que ajuda a impulsionar os
esfor¢os para a melhoria do projeto da droga por meio da Quimica Farmacéutica, € a
acao dos compostos sintetizados em células tumorais in vitro. Neste ensaio, um dos
parametros mais frequentemente avaliados € o impacto de uma dada molécula sobre
a proliferacdo de uma linhagem tumoral, que pode ser medido por ensaios de
viabilidade (ex. MTT) e expresso como LCso (GRIFFITHS e SUNDARAM, 2011).

Assim, para se determinar a influéncia dos andlogos do resveratrol no
crescimento/viabilidade de linhagens tumorais in vitro, células MCF-7 (carcinoma
mamario humano) e B16.F1 (melanoma murino) foram cultivadas e expostas a 50uM
dos analogos a fim de verificar se, ha concentracao estabelecida como a maxima de
trabalho, haveria reducéo na viabilidade destas linhagens. O efeito dos compostos
sobre as células tumorais B16.F1 e MCF-7 pode ser visto nas figuras 26A e 26B,

respectivamente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sundaram%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21516428
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Figura 26: Influéncia dos analogos do resveratrol em células tumorais de
linhagens tumorais: (A) B16.F1 e (B) MCF-7. Células B16.F1 e MCF-7 (ambas na
concentracdo de 1x10* células por poco) foram plaqueadas e incubadas overnight,
quando entdo foram expostas a concentracéo de 50uM dos analogos ou do resveratrol
por 48h. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT e calculada com
relacdo ao meio (células ndo tratadas). O etanol, usado como solvente na
concentracdo de 0,1% néo afetou a viabilidade das células (dado ndo demonstrado).
*significa diferenca em relacdo ao meio. (One-way ANOVA/Dunnet, p<0,01).

Sobre a linhagem B16.F1, observou-se que os analogos AR07, AR08, AR13,
AR22 e AR33 reduziram a viabilidade em relacdo ao controle (meio) para 37%, 62%,
62%, 63% e 42% respectivamente. Os analogos AR23, AR25 e AR26 nao
demonstraram influéncia nesta linhagem celular na concentracdo de 50uM. Ja o
resveratrol, que também forneceu resultado significativo neste quesito, reduziu a

viabilidade destas células para cerca de 50%.
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Em relacdo as células MCF-7, de forma semelhante ao ocorrido com a
linhagem 4T1 (carcinoma mamario murino), todos os compostos testados foram
efetivos em reduzir significativamente sua viabilidade em relag&o ao controle.

Uma vez determinada a acdo dos anélogos sobre as linhagens tumorais
B16.F1, 4T1 e MCF-7, tais linhagens foram expostas a uma ampla faixa de
concentracdo dos compostos a fim de se determinar a LCso de cada analogo e o indice

de seletividade, demonstrados na tabela 7.

Tabela 7: Valores de LCso para o resveratrol e analogos frente as linhagens tumorais
B16.F1, 4T1 e MCF-7 e linhagem néo tumoral RAW 264.7 e indice de seletividade (IS)

dos compostos.

Composto Bligsigl LCs4T1 MLC?IE?Y II;,(A:\E;(\)I IS IS 4Tl IS

(M) (UM) (M) 264.7 (uM) B16.F1 MCF-7
AROQ7 21,89 4,63 22,09 87,42 3,99 18,88 3,96
AR08 115,76 5,67 11,96 118,2 1,02 20,85 9,88
AR13 131,43 187,65 135,6 83,47 0,63 0,44 0,61
AR22 129,30 46,92 15,4 229,4 1,77 4,89 14,90
AR23 NR 12,79 24,87 54,4 - 4,25 2,19
AR25 NR 191,34 141,30 242,1 - 1,27 1,71
AR26 NR 64,33 372,30 398,5 - 6,19 1,07
AR33 26,54 52,52 77,66 53,9 0,49 0,97 1,44
RVT 117,43 17,23 441,40 89,62 0,76 5,20 0,20

RVT: Resveratrol. NR: Ndo reduz a viabilidade.

O IS é a razdo entre a toxicidade do composto em células tumorais e a
toxicidade do composto para células ndo-tumorais. Sendo assim, quanto maior for
este indice, mais seletiva a droga pode ser considerada, embora valores iguais ou
superiores a 2 ja indiguem que uma droga possa ter considerado seu uso como
antitumoral (BADISA et al., 2009). Diante do exposto, os resultados referentes ao IS
revelaram que, com relacdo as células B16, apenas o composto ARO7 forneceu
resultado satisfatério, enquanto com 4T1, os analogos ARO7, AR08, AR22, AR23 e
AR26 foram considerados seletivos. Frente as células da linhagem MCF-7,
sobressairam os analogos ARO7, AR08, AR22 e AR23. Por fim, tratando-se do

resveratrol, 0 mesmo apresentou IS superior a 2 somente para a linhagem 4T1. A
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diferenca percebida entre os analogos deve se relacionar as mudancas moleculares
de cada um e também a sensibilidade de cada linhagem empregada.

A titulo de comparacéo, foi realizado um ensaio utilizando a droga comercial
melfalano, um dos farmacos de referéncia no tratamento do céncer de mama
(CASANOVA et al., 2012). Em concentracao 5 vezes menor do que a empregada para
os analogos, o melfalano reduziu a viabilidade de células RAW 264.7 para
18,65+5,13% e em macrofagos peritoneais, para 7,97+0,34%, enquanto os analogos
(50uM) né@o afetaram de modo significativo a viabilidade destas células
(ANOVA/Dunnet, p<0,01).
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3.5 DISCUSSAO

O aumento da ocorréncia de tumores e os efeitos colaterais graves de agentes
quimioterapicos reduzem a eficacia clinica de uma grande variedade de agentes
anticancerigenos que estdo atualmente sendo utilizados. Assim, ha sempre uma
necessidade constante de desenvolver medicamentos anticancerigenos alternativos
ou sinérgicos com efeitos colaterais minimos. Uma estratégia importante para
desenvolver novos agentes antitumorais eficazes € estudar aqueles derivados de
fontes naturais. As drogas disponiveis para o tratamento do céncer oriundos das
plantas e seus derivados demonstraram ser eficazes para a sua prevencédo e
terapéutica. O alcal6ide de Vinca e seus derivados, isolados e em combinacdo com
agentes terapéuticos, tém sido usados ha muito tempo para o tratamento de varios
tipos de cancer. Sem duvidas, os polifenois formam uma das classes mais importantes
e extensivamente utilizadas de terapias derivadas de plantas para a prevencdo ou
guimioterapia do cancer (ALl et al., 2012).

Assim sendo, o resveratrol € um polifenol que vem apresentando atividade
frente a diversas linhagens tumorais, sendo util como um protétipo devido ao seu
problema de biodisponibilidade. De modo geral, dos analogos avaliados neste estudo,
as iminas foram selecionadas como 0s compostos mais promissores nos testes
antitumorais realizados.

Foi testada a atividade antitumoral dos analogos frente a linhagens 4T1,
B16.F1 e MCF-7. Estes ensaios visaram determinar a citotoxicidade direta dos
compostos sobre este painel de células tumorais evidenciando que alguns analogos
sao eficazes para esta finalidade. Estatisticamente, apenas os analogos AR23, AR25
e AR26 nao foram capazes de reduzir a viabilidade de células B16.F1.

Sabe-se que a producédo excessiva de EROs e ERNSs, oriundos de fatores
ambientais e/ou de células efetoras do sistema imune, pode ser nocivo para as células
saudaveis caso o sistema antioxidante celular ndo seja capaz de restaurar
eficientemente o0s niveis normais destas espécies, gerando danos teciduais e
patologias (ATASHI, MODARRESSI e PEPPER, 2015). Para Calil et al. (2012),
compostos polifendlicos, tal como o resveratrol, tém propriedades redutoras e
estruturas quimicas que desempenham um papel importante na neutralizagdo de

radicais livres e na quelacdo de metais de transi¢cao, tanto na etapa de iniciacdo, como
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na propagacao de estresse oxidativo. Portanto, compostos capazes de inibir os
radicais livres sdo desejaveis tanto no controle do processo inflamatério conforme ja
discutido, quanto para a prevencdo das neoplasias.

De forma semelhante a este estudo, o efeito do resveratrol in vitro foi avaliado
por Bove, Lincoln e Tsan (2002) sobre a viabilidade de células 4T1. Segundo o0s
autores, o composto reduziu drasticamente o nimero de células viaveis (de 48x104
para 12 x10% células), embora nédo tenha demostrado a mesma efetividade no ensaio
in vivo, problema este atribuido, em parte, a sua biosdisponibilidade. Portanto, estes
resultados ratificam os esforcos de se encontrar novas moléculas com atividade igual
ou superior ao resveratrol, porém que fornecam melhores resultados in vivo.

A investigacdo sobre a agdo antitumoral do resveratrol € bastante extensa.
Estudos demonstraram a inibicdo da proliferacdo de vérias linhagens celulares
tumorais humanas, incluindo de carcinoma epidermdide (A431) (AHMAD et al., 2001)
e de carcinoma mamario humano (MCF-7) (POZO-GUISADO et al.,, 2002). Na
literatura, a LCso do resveratrol sobre células 4T1 foi de 13 pM, sendo este valor
proximo ao determinado no presente estudo (17,3 puM) apesar das diferencas
adotadas em cada técnica (BOVE, LINCOLN e TSAN; 2002). Este valor foi muito
proximo a LCso do resveratrol frente a outras linhagens tumorais, como a humana de
leucemia monocitica aguda THP-1 (TSAN et al., 2000) e HL60 (RAGIONE et al.,
1998).

O indice de seletividade ao se investigar novas alternativas antitumorais é
outro parametro de suma importancia, pois demonstra a capacidade de a droga ser
toxica apenas para células neoplasicas. Badisa et al. (2009), ao analisar o IS de duas
novas drogas sintéticas em células tumorais do tipo MCF-7, encontrou valores de IS
iguais a 1,78 para o composto piperidinil-DES e >2,74 para pirrolidinil-DES. Pela
analise, os autores concluiuram que estas novas drogas eram potenciais agentes
antitumorais com boa toxicidade seletiva. Esta conclusao se baseou na comparacao
feita entre as drogas estudadas e o farmaco antitumoral tamoxifeno, que apresentou
IS igual a 1,29. Embora uma comparacao direta entre os resultados encontrados no
estudo mencionado e os relatados neste trabalho ndo seja de grande exatidao, pode
ser sugerido que os analogos do resveratrol (com excec¢édo de AR08 para B16; AR13;
AR25 para 4T1; e AR26 para MCF-7) apresentaram grande potencial em constituir
novas drogas com potencial anti-tumoral, sendo a maioria delas de seletividade maior

do que a estabelecida para o tamoxifeno em MCF-7.
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Badisa et al. (2009) sugeriu ainda que o IS de antitumorais ndo deve ser
inferior a 2. Sob este critério, os analogos AR08, AR13 AR22 e o resveratrol
extrapolam este valor para células B16; AR13 e AR25 para células 4T1 e AR13, AR25,
AR26, AR33 e resveratrol para MCF-7. Contudo, seria interessante estabelecer este
valor com outras linhagens ndo tumorais além da RAW 264.7, tal como fibroblastos
da linhagem MCF-10. Além disso, a avaliacdo antitumoral destas novas drogas €
apenas inicial podendo ainda ser investigados mecanismos de sinergismo com drogas
classicas antitumorais a fim de permitir o uso de ambas em baixas doses ou, o0 que é
condizente com o contexto deste trabalho, avaliar vias imunoldgicas que podem ajudar
na erradicacdo do tumor. De acordo com Estrov et al. (2003), foi demonstrado que a
citocina IL-1p esta relacionada a proliferacdo de alguns tipos de células tumorais
(OCIM2), como na leucemia. Portanto, compostos capazes de diminuir sua producéo,
como € o caso dos anélogos, podem ser Uteis neste sentido, além de existirem outras
vias que podem contribuir neste sentido como a regulacéo da expressao de PD-1 e
PD-1 ligante.

Por fim, conforme demonstrado, os analogos foram menos téxicos para
células RAW 264.7 e macréfagos peritoneais do que o melfalano, ao mesmo tempo
que alguns deles foram capazes de reduzir a viabilidade das linhagens envolvidas
neste estudo. Um dos efeitos colaterais mais comuns decorrentes do uso deste
medicamento relaciona-se a leucopenia, trombocitopenia e transtornos
gastrintestinais (CASANOVA et al., 2012). Apesar do tamanho do baco ter sido
avaliado em outra condicdo patolégica diferente do tumor, percebeu-se que 0s
analogos nao promoveram alteracbes neste orgdo que caracterizariam a
imunossupressao, sugerindo-se que seus efeitos em individuos debilitados poderia
ser menos agressivo do que farmacos classicos ja estabelecidos como antitumorais.

Portanto, nesta etapa inicial foi determinada a LCso de cada composto e o IS
dos mesmos, podendo se inferir que os analogos AR07 e AR23 sédo seletivos frente
as trés linhagens testadas; AR08 e AR22, frente a 4T1 e MCF-7; e AR26 e AR33,
frente a 4T1. Assim, uma investigacdo in vivo futura da acdo dos mesmos pode

esclarecer um pouco mais sobre sua eficacia e vias de agao.
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3.6 CONCLUSAO

Em relacdo ao potencial antitumoral, os compostos AR07, AR08, AR22, AR23,
AR26 e AR33 forneceram resultados satisfatérios, demonstrando consideravel

seletividade para células tumorais.
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