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RESUMO

Nos ultimos anos, tem se notado uma mudanca no perfil populacional, com
consequente reducéo das doencas infectocontagiosas e aumento da prevaléncia de
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTs) que, em sua maioria, compartilham
uma patogénese de carater inflamatério. A inflamacdo é uma reacdo normal a
perturbacdo da homeostase do tecido, seguida por uma fase de resolucao e reparo.
Dentre as células que participam do processo inflamatdrio, os macrofagos tém
recebido grande atengdo, uma vez que sdo responsaveis pela produgdo de uma
grande variedade de mediadores, como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio bem como mediadores lipidicos. Apesar de benéfica, a
inflamacéo precisa ser finamente controlada visto que sua exacerbacdo pode
resultar no surgimento de diversos tipos de patologias. Neste contexto, € crescente a
necessidade de se desenvolver novos compostos capazes de atuar nos processos
inflamatdrios e/ou no céncer, de maneira efetiva e com o minimo de efeitos
adversos. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anti-
inflamatoria e antitumoral de novos adutos da reacdo de Morita-Baylis-Hillman
(MBH), verificando se esta atividade tinha relacdo com uma possivel atividade
antioxidante, também testada. Para isso, primeiramente, foi determinada a
viabilidade das células RAW 264.7 e J774A.1 apos tratamento com adutos utilizando
0 ensaio de MTT. Em seguida, a acdo destes adutos sobre a producdo de Oxido
nitrico (NO), TNF-q, IL-6, CCL2 e moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 e CD40)
foi determinada em células RAW 264.7, enquanto sua acdo sob a IL-1B foi
determinada em células J774A.1. O melhor dos adutos foi também submetido aos
testes in vivo em modelo murino de edema de orelha. Além disso, foi avaliada a
viabilidade de células 4T1 e B16 tratadas com os compostos através do método do
MTT enquanto a acdo antioxidante foi determinada pelo teste de DPPH. Os
resultados mostraram que somente um dos adutos apresentou citotoxicidade
significativa na concentragdo de 75uM enquanto a 50uM nenhum dos adutos foi
citotoxico. Concomitantemente, o tratamento com os adutos foi capaz de reduzir, a
producdo de NO, assim como de TNF-q, IL-6, IL-1p e CCL2. Os compostos também
modularam a expressdo das moléculas co-estimuladoras CD86 e CD40. In vivo, o
aduto 4Br foi eficaz em reduzir o edema de orelha, o infiltrado inflamatério e a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), embora ndo tenha sido capaz de
reduzir a producdo de IL-1B, IL-6 e CCL-2 no tecido auricular. Em relacdo a
viabilidade de células tumorais, cinco adutos foram toxicos para células 4T1,
enquanto seis deles foram efetivos em induzir a reducédo da viabillidade de células
B16. Nenhum dos adutos apresentou atividade antioxidante, 0 que sugere que 0S
mecanismos anti-inflamatérios e antitumorais desencadeados pelos adutos sao
independentes do potencial antioxidante. Os resultados encontrados até o momento
sugerem uma possivel aplicabilidade destes adutos em novas estratégias de
combate a doencas inflamatorias e/ou na terapia contra o cancer.

Palavras-chave: Inflamag&o. Cancer. Adutos. Morita-Baylis-Hillman.



ABSTRACT

Over the years, there has been a change in the population profile with a consequent
reduction of infectious diseases and an increase in the prevalence of chronic
noncommunicable diseases which, for the most of them, share an inflammatory
pathogenesis. Inflammation is a normal reaction to disturbance of tissue
homeostasis, followed by a resolution and repair phase. Among the cells that
participate in the inflammatory process, macrophages have received great attention,
since they are responsible for the production of a great variety of mediators, such as
cytokines, chemokines, reactive species of oxygen and nitrogen as well as lipid
mediators. Despite of beneficial, inflammation needs to be finely controlled since its
exacerbation can result in the onset of various types of pathologies. In this context,
the need to develop new compounds capable of acting in inflammatory processes
and/or cancer is increasing in an effective way and with the minimum of adverse
effects. Thus, the objective of the present study was to evaluate the anti-
inflammatory and antitumor of new adducts of the Morita-Baylis-Hillman (MBH)
reaction, verifying if this activity was related to a possible antioxidant activity, also
tested. For this, the viability of RAW 264.7 and J774A.1 cells was determined after
treatment with adducts using the MTT assay. The action of these adducts on the
production of nitric oxide, TNF-a, IL-6, CCL2 and costimulatory molecules (CD80,
CD86 and CD40) was determined in RAW 264.7 cells, while its action under IL- 18
was determined in J774A.1 cells. The best of the adducts was also submitted to in
vivo tests in a murine model of ear edema. In addition, the viability of 4T1 and B16
cells treated with the compounds was assessed by the MTT method while the
antioxidant action was determined by the DPPH test. The results showed that only
one of the adducts presented significant cytotoxicity at the concentration of 75uM
whereas at 50uM none of the adducts was cytotoxic. Concomitantly, treatment with
adducts was able to reduce NO production, as well as TNF-q, IL-6, IL-13 and CCL2.
The compounds also modulated the expression of CD86 and CD40 costimulatory
molecules. In vivo, the 4Br adduct was effective in reducing ear edema, inflammatory
infiltrate and myeloperoxidase enzyme activity. Although it was not able to reduce the
production of IL-1[3, IL-6 and CCL-2 in the tissue of the ears. Regarding the viability
of tumor cells, five adducts were toxic to 4T1 cells, while six of them were effective in
inducing the reduction of viability of B16 cells. None of the adducts presented
antioxidant activity, which suggests that the anti-inflammatory and antitumor
mechanisms triggered by the adducts are independent of the antioxidant potential.
The result suggests a possible applicability of these adducts in new strategies to
combat inflammatory diseases and/or cancer therapy.

Keywords: Inflammation. Cancer. Adducts. Morita-Baylis-Hillman
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1 INTRODUCAO

Atualmente, pela primeira vez na historia, a maioria das pessoas ja pode
esperar viver até os 60 anos ou mais. Esse aumento na expectativa de vida,
combinado com quedas acentuadas nas taxas de fertilidade, levam ao rapido
envelhecimento das popula¢gées em todo o mundo.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou, em setembro de 2015,
o Relatério Mundial sobre o envelhecimento da populacdo que revela que o niamero
de pessoas com 60 anos no mundo passara de 12,3% para 21,5% até 2050. No
Brasil, o ritmo deve ser ainda mais acelerado. Nos préximos 35 anos, idosos devem
passar de 12,5% (23 milhdes) para 30% (64 milhdes) da populacdo do pais (OMS,
2015).

Com a mudanca no perfil demografico da sociedade, ha diminuicdo da
ocorréncia das doencas infectocontagiosas, deixando em destaque as doencas
associadas a condicGes cronicas (INCA, 2014), principalmente doencas cronicas
nao transmissiveis (DCNT), tais como as doencas cardiacas, acidente vascular
cerebral, diabetes, doencas respiratdrias crénicas, obesidade, deméncia e o cancer
(OMS, 2015; DUNCAN et al, 2012), sendo que muitas dessas doencas
compartilham uma patogénese inflamatéria (MINCIULLO et al., 2016). No Brasil as
DCNT séo também a principal causa de mortalidade (SCHMIDT et al., 2011).

As respostas inflamatérias sdo geralmente benéficas ao organismo,
atuando como importante mecanismo de defesa. Estas respostas sdo capazes de
limitar a sobrevivéncia e proliferacdo de microrganismos invasores, além de
promover o reparo tecidual (KIKUTA e ISHII, 2012). Apesar disso, este potente
mecanismo de defesa precisa ser finamente controlado. Processos inflamatérios
desregulados podem resultar em inflamacé&o crbnica e provocar lesdo tissular
incipiente por meio da ativagcéo a longo prazo do sistema imune inato e adquirido,
podendo causar posterior manifestacdo das DCNTs citadas acima (LAHOZ e
MOSTAZA, 2007).

Em relacdo ao Cancer, somente no Brasil, a estimativa para o biénio
2016-2017, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos.

Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos
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novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer, onde os canceres de
préstata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes
(INCA, 2016). Estes dados demonstram o grande impacto deste tipo de enfermidade
sobre a populacao brasileira.

E incontestavel que, tanto as doencas inflamatérias quanto o cancer sio
hoje, um problema de salde publica mundial, cujo controle e prevencdo devem ser
priorizados em todas as regides (INCA, 2014). Associado a isso, levando-se em
conta o importante papel dos processos inflamatérios nas doencas acima
mencionadas, o estabelecimento de métodos para controlar estes processos torna-
se crucial no tratamento e cura destas importantes enfermidades (MURAKAMI e
HIRANO, 2012).

Neste contexto, a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos,
gue sejam efetivos contra algumas patologias ainda sem tratamento adequado e que
possam substituir os existentes, porém a custos menores e dotados de menores
efeitos adversos, tem impulsionado a comunidade cientifica a novas e incessantes
pesquisas nesta area (CECHINEL FILHO et al., 2003).

Sendo assim, o0 presente estudo tem por objetivo avaliar a acdo anti-
inflamato6ria e antitumoral de novos adutos da reacdo de Morita-Bailys-Hillman
(MBH), verificando se esta atividade tem relacdo com uma possivel atividade
antioxidante, também testada. Os adutos de MBH tém sido utilizados por quimicos
como intermediarios sintéticos de varios produtos naturais (KOHN et al., 2006; LIMA-
JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012). Além disso, estes compostos tém apresentado
diversas funcées bioldgicas de interesse, tais como antineoplasica (LIMA-JUNIOR e
VASCONCELLOS, 2012), antileishmania (KAUR et al., 2011), antibacteriana (SINGH
e BHAT, 2011), dentre outras.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFLAMACAO

A inflamacdo € uma reacdo bioldgica a perturbacdo da homeostase do
tecido (MEDZHITOV, 2008) que pode ser desencadeada por infeccdo, injuria
tecidual, trauma ou exposi¢do a particulas estranhas, irritantes e poluentes (Figura
1A) (ASHLEY et al., 2012; MEDZHITOV, 2008). Sua funcao primaria € destruir ou
isolar a fonte do disturbio, remover o dano tecidual e restaurar a homeostase do
tecido (MEDZHITOV, 2008).

Esta resposta requer acdo da imunidade inata e, em alguns casos, da
imunidade adaptativa, dois principais componentes que integram o sistema de
defesa do hospedeiro. A imunidade inata ndo s6 age como a primeira linha de
defesa contra o material nocivo, mas ap0s 0 reconhecimento de um estimulo
apropriado, proporciona 0S sinais necessarios para instruir o sistema imune
adaptativo a montar uma resposta. Por sua vez, a resposta adaptativa depende do
sistema imune inato para fornecer os efetores necessarios, sob a forma de fagocitos
e granuldécitos, para lidar com o estimulo inicial (LAWRENCE et al., 2002).

A inflamacé&o pode ser dividida em aguda ou cronica, conforme seu tempo
de duracdo. A inflamacdo aguda é de curta duracdo, se estendendo por minutos,
horas ou alguns dias e suas principais caracteristicas sdo a exsudacao de fluidos e
proteinas plasmaticas e a emigracdo de leucdcitos, predominantemente neutrofilos.
Ja a inflamacéao cronica € de longa duracao e esta associada, histologicamente, com
a presenca de linfécitos e macréfagos, neovascularizagdo, fibrose e necrose do
tecido (FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005).

A resposta inflamatoéria consiste de uma série de eventos finamente
controlados que se inicia com a liberacdo de quimiocinas, citocinas e mediadores
soluveis por células residentes no local da invaséo ou dano, tais como mastocitos,
macrofagos e células dendriticas (CDs) (ASHLEY et al., 2012). Estas células sao
capazes de detectar componentes moleculares presentes nos patdégenos e que

dificilmente sofreriam algum tipo de mutag&o. Essas estruturas séo conhecidas como


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujiwara%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16101534
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Padrées Moleculares Associados a Patdogenos (PAMPS) e seu reconhecimento
ocorre através de Receptores de Reconhecimento de Padrbes (PRR). Além dos
PAMPs, os PRRs também podem reconhecer produtos derivados de tecidos
danificados ou células necréticas, denominados Padrdes Moleculares Associados a
Danos (DAMPSs) e este reconhecimento € crucial para a defesa do hospedeiro e
remodelamento tecidual (MEDZHITOV, 2007; BROZ e MONACK, 2013; CAO, 2016).
As trés maiores familias de PRRs responsaveis pelo reconhecimento de uma grande
variedade de PAMPs e DAMPS sédo a Familia dos Receptores do tipo Toll (TOLL
Like Receptors - TLRs), Receptores do tipo RIG (RIG Like Receptors - RLRs) e
Receptores do tipo NOD (NOD Like Receptors - NLR) (CAO, 2016).

Uma vez que o reconhecimento dos ligantes ocorre, os TLRs, por
exemplo, ativam uma via de transducédo de sinal dependente da proteina adaptadora
MyD88 que culmina na ativacdo do Fator de Transcricdo Nuclear NF-kB (Figura 1 B).
Este fator de transcricdo € encontrado em praticamente todos os tipos de células e
permanece em estado inativo ligado a uma proteina inibitéria, a IkB (GHOSH et al.,
1998). Uma vez ativado, o NF-kB é liberado da IkB e transloca-se para o nucleo,
onde regula positivamente a transcricdo através da ligacdo em genes alvo (Figura 1
C), que sao, posteriormente, traduzidos em citocinas, como o Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a), Interleucina 6 (IL-6), IL-8, IL-12, entre outras (Figura 1 D)
(ASHLEY et al., 2012).


http://www.nature.com/nri/journal/v16/n1/full/nri.2015.8.html#auth-1
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Figura 1: A cascata inflamatéria. (A) Patégenos, injaria tecidual e particulas estranhas sdo fontes
de PAMPs e DAMPs que iniciam a inflamacéo. (B) Os TLRs e os NLRs se ligam aos PAMPs e
DAMPs, respectivamente. (C) Os TLRs ativam uma via de transducdo de sinal que envolve a
fosforilacao de IkB, liberando o fator de transcricdo N-kB que transloca-se para o ncleo, onde ocorre
a transcri¢c@o de genes inflamatérios. Os NLRs sinalizam através da formag&o do inflamassoma, que
ativa a caspase-1 para converter as citocinas IL-1f3 e IL-18 em suas formas ativas. (D) Uma variedade
de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas séo produzidas e liberadas para promover as fungdes
efetoras de inflamacao (Fonte: Adaptada de ASHLEY et al., 2012).

Enquanto os TLRs séo expressos na membrana celular, os NLRs sé&o
sensores citoplasmaticos que oligomerizam para formar compostos multimoleculares
denominados inflamassomas (constituidos pela proteina NLR, o adaptador ASC e a
enzima caspase-1) que controlam a producao de citocinas pré-inflamatorias, como a
IL-18 e a IL-18 (Figura 1 C e D) (OLIVEIRA et al., 2012).

Essa variedade de citocinas pré-inflamatérias, em conjunto com outros
mediadores, regulam as alteracdes vasculares e facilitam o recrutamento das células
efetoras, como 0s monacitos e neutrofilos, ao sitio inflamatério. Dentre os varios
mediadores inflamatérios envolvidos, 0s principais sdo: a) as aminas vasoativas,
como a histamina e serotonina (5-HT); b) espécies reativas de oxigénio (EROs) e

nitrogénio (ERNSs); c) moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo intercelular-
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1 (ICAM-1), molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1) e as selectinas; d)
mediadores lipidicos, como as Prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LT); e)
quimiocinas, como a IL-8 (CXCL8) e a proteina quimioatraente de mondcitos-1
(MCP-1 ou CCL2). Também estdo presentes fragmentos do sistema do
complemento, como C2a, C4a e C5a (MEDZHITOV, 2008; PALOZZA et al., 2010).

Assim, uma cascata de eventos permite que o0s leucdcitos circulantes
reconhecam o endotélio vascular do tecido inflamado e interajam com a parede do
vaso sanguineo por meio de uma série de passos: as selectinas sdo induzidas na
superficie das células endoteliais em tecidos inflamados e proporcionam a captura
dos leucécitos de um fluxo sanguineo rapido e essa interacdo resulta no rolamento
do leucécito ao longo da superficie endotelial (VESTWEBER, 2015); em seguida,
ocorre imobilizacdo do leucdcito sobre a superficie do endotélio vascular por meio da
forte adesdo das integrinas (presentes na superficie do leucdcito) e moléculas de
adesdo expressas na célula endotelial (PROOST et al., 1996). Ocorre, entao,
transmigracdo dos leucocitos atraves dos espacos celulares interendoteliais para
seus locais de destino (VESTWEBER, 2015).

O efeito das interacbes que ocorrem durante esse processo de
inflamacédo aguda culmina com os cinco sinais cardinais da inflamacéo: calor, rubor,
edema, dor e perda de funcdo (Figura 2) (ASHLEY et al., 2012; LAWRENCE et al.,
2002).

INFTAMMATTON . 4

PR Y AV A AT A A M WAL M

Figura 2: Os 5 sinais cardinais da inflamacdo: calor, rubor, edema, dor e perda de funcao (Fonte:
LAWRENCE et al., 2002)

Calor e rubor sédo decorrentes do aumento do fluxo sanguineo para o local
inflamado (CHANDRASOMA e TAYLOR, 2005); o edema € promovido pelo influxo
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de células para o tecido que é acompanhado de um fluido rico em proteinas,
conhecido como exsudato (ASHLEY et al., 2012); a dor € produzida pela liberacéo
de mediadores quimicos que estimulam as terminacBes nervosas e/ou pela
compressédo dos nervos devido a formagéo do edema; a perda da funcao refere-se
a simples perda de mobilidade de uma articulacdo, devido ao edema e a dor ou a
substituicdo de tecido funcional por tecido fiboroso (CHANDRASOMA e TAYLOR,
2005; PUNCHARD et al., 2004).

Devido a migracdo de células, ocorre uma predominéncia de neutrofilos
na regido inflamada no inicio da lesdo, os quais sdo gradualmente substituidos por
células mononucleares — principalmente mondcitos, que entdo se diferenciam em
macréfagos no tecido. Estas células fagociticas ingerem material estranho e detritos
celulares, liberam enzimas hidroliticas e proteoliticas e geram EROs e ERNs que
eliminam e digerem organismos invasores (Figura 3A) (LAWRENCE et al., 2002). No
entanto, os mediadores liberados por estas células s&o inespecificos e podem
prejudicar tanto o patdégeno quanto o hospedeiro (NATHAN, 2002) e, por esta razéo,
sdo o0s principais contribuintes de danos colaterais resultantes do processo
inflamatorio (ASHLEY et al., 2012).

Sendo assim, de forma a limitar os danos colaterais ao hospedeiro, uma
resposta inflamatoria aguda bem-sucedida resulta na eliminacédo do agente causador
seguida por uma fase de resolucéo e reparo (SERHAN e SAVILL, 2005). Depois das
primeiras horas da inflamacdo, um programa coordenado de resolucdo € iniciado
pelos macrofagos presentes no tecido. Nesta fase de resolucdo, eles comecam a
produzir mediadores anti-inflamatérios enddégenos, como as lipoxinas e a citocina IL-
10, os quais revertem o0s eventos vasculares e inibem a migracéo e a ativacdo de
leucécitos, enquanto promovem a remoc¢do segura de células inflamatérias por
apoptose e fagocitose e a cicatrizacdo e remodelamento tecidual (Figura 3B),
reestabelecendo a homeostase no tecido (MEDZHITOV, 2008; ASHLEY et al., 2012;
LAWRENCE et al., 2002; WYNN et al., 2013).
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Figura 3: Efetores da Inflamagéo e Resoluc¢do. (A) Neutréfilos e mondcitos provenientes do sangue
migram para o local da inflamacdo por quimiotaxia, atravessando seletivamente os espacgos
interendoteliais (extravasamento). Este influxo de células é acompanhado de um liquido rico em
proteinas (exsudato) que promove o edema. Os mastécitos e macrofagos residentes do tecido
promovem esta migracdo através da liberacdo de 5-HT, histamina, PG e LT que promovem a
vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular. Neutréfilos liberam compostos téxicos,
incluindo EROs e ERNs que, por serem inespecificos, prejudicam tanto o patégeno quanto o
hospedeiro. Os macrofagos e as células dendriticas participam na fagocitose de Antigenos. (B) A
resolucdo da inflamacdo ocorre quando os neutrofilos fazem a troca dos LT produzidos pelos
macrofagos e por outras células em lipoxinas, além de aumentarem sua producgdo de IL-10, que
iniciam o processo de finalizagao da inflamacdo. Ocorre apoptose das células inflamatoérias seguida
de fagocitose dos detritos celulares pelos macréfagos (Fonte: Adaptada de ASHLEY et al., 2012).

Porém, se a resposta inflamatéria aguda falha em eliminar o agente
causador, a inflamacdo pode deixar de ser um evento benéfico, adquirindo novas
caracteristicas. Nesse contexto, neutréfilos infiltrados sdo substituidos por
macrofagos e também por células T. Se os efeitos combinados destas células ainda
forem insuficientes, ou seja, se 0 agente causador ainda permanecer, segue-se um
estado inflamatério cronico, envolvendo a formacdo de granulomas e tecidos
linfoides terciarios (DRAYTON, 2006).

Por este motivo, embora o processo inflamatério seja importante e
benéfico, ele precisa ser finamente controlado, visto que a inflamac&o pode se tornar
patoldgica, causando lesdes teciduais graves, bem como consequéncias sistémicas
importantes, podendo levar ao desenvolvimento de doengas, tais como a asma
brébnquica (HAMID et al.,, 1993), artrite reumatoide (SAKURAI et al., 1995),
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aterosclerose (BUTTERY et al., 1996), Alzheimer (VODOVOTZ et al.,, 1996) e até
mesmo o cancer (CHHATWAL et al., 1996).

2.2 MACROFAGOS E A PRODUCAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS

Dentre os diversos tipos celulares que atuam nas respostas inflamatorias,
os macrofagos tém recebido grande atencdo, uma vez que sdo uma das células
secretoras mais ativas do corpo, liberando uma grande variedade de mediadores
que regulam diversos aspectos da defesa do hospedeiro, desde a inflamacéo até a
homeostase. Dentre as substancias secretadas por estas células estdo enzimas,
proteinas do complemento, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
mediadores lipidicos e substancias oxidantes. Além disso, os macréfagos sao
importantes nos processos de fagocitose e apresentacdo de antigenos, sendo
considerados como células apresentadoras de antigenos (APCs) profissionais,
envolvidas na iniciacdo de respostas imunes especificas de linfécitos T (LASKIN,
2009). Alem disso, através do processo de fagocitose, os macrofagos funcionam
como agentes de limpeza, eliminando células apoptéticas e reciclando nutrientes
através da digestdo de residuos de produtos dos tecidos (SIEWEKE e ALLEN, 2013;
ZHANG e MOSSER, 2008).

No processo inflamatorio, os macrofagos desempenham um papel central,
visto que sdo o0s primeiros a entrar em contato com os PAMPs ou DAMPs
provenientes de uma infeccdo ou de injuria tecidual através dos PRRs. Uma vez que
estas substancias sdo reconhecidas, os macréfagos saem do estado de repouso
para um estado de ativacdo, no qual produzem diversos tipos de mediadores
(LASKIN, 2009; FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005) e expressam diferentes tipos de
moléculas em sua superficie, como MHC de classe | e Il, moléculas CD40, CD80 e
CD86 (GHOSH e SAXENA, 2004; LEE, RHEE e CHO, 2008). Essas duas ultimas
promovem o segundo sinal necessario a ativagdo e proliferacdo dos linfécitos T por
meio da ligacdo ao receptor CD28, ou inibem a resposta por essas células por meio
da ligacdo ao receptor CTLA4, ambos expressos na superficie dos linfécitos
(MIGLIORI, 2010). Ja o receptor de membrana CD40, quando ativado atraves de seu

ligante CD154 (comumente chamado de CDA40L), desencadeia uma série de
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processos celulares destinados a ativacdo da resposta imune. Nas células
apresentadoras de antigenos, a ativacdo de CD40 é fundamental para decisdo do
sistema imune de criar uma resposta eficaz ou tolerancia (SOUZA, 2007).

Os principais mediadores produzidos por macrofagos em um processo

inflamatorio serdo comentados a seguir.

2.2.1 OXIDO NITRICO

Macréfagos ativados s&o importantes produtores de Oxido Nitrico (NO). A
producdo de NO ¢ catalisada principalmente pela enzima Oxido Nitrico Sintase
(NOS) que converte L-arginina em L-citrulina e NO. Existem trés isoformas da
enzima NOS: neuronal (nNNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS). As enzimas
eNOS e nNOS séo produzidas de forma constitutiva e desempenham papéis
importantes em situacdes de normalidade fisiologica. Ja a INOS é produzida em
grandes quantidades na presenca de sinais oriundos de estimulos, como o
lipopolissacarideo (LPS), interferon-gama (IFN-y), TNF-a e IL-1, sendo capaz de
promover os processos inflamatérios (DUDZINSKI et al., 2006).

O NO é produzido no estado gasoso e rapidamente se oxida dando
origem a nitratos/nitritos (NO2/NOz’) que agem destruindo pontes de ferro-enxofre
presentes em determinadas enzimas, causando danos letais a atividade mitocondrial
e no DNA da célula alvo, sendo assim, um potente agente microbicida (MONCADA
et al., 1991).

A vasodilatacdo, um dos sinais cardinais de uma resposta inflamatoria,
também é causada, em grande parte, por meio de um processo dependente de NO.
Véarios mediadores inflamatdrios, tais como a bradicinina e a histamina, produzem
vasodilatacdo através da estimulacdo da liberagdo de NO endotelial (WALLACE,
2005).

Em reagdes inflamatorias, as citocinas pro-inflamatorias ou endotoxinas
(em caso de infeccdo bacteriana) levam ao aumento da expressao da enzima iNOS
em macrofagos, neutréfilos e muitas outras células. Como consequéncia, grandes
guantidades de NO sao sintetizados, excedendo sua producéo fisiologica em até
1000 vezes (FORSTERMANN et al., 1994; KNOWLES e MONCADA, 1994,
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WEINBERG et al., 1995; COOK e CATTELL, 1996). Além disso, o NO é capaz de
ativar as enzimas cicloxigenase 1 e 2 (COX1 e COX2), aumentando a producéo de
PGs que podem agravar os processos inflamatérios (ASANUMA et al., 2001). Varios
estudos tém sugerido que a expressdao aumentada de INOS ou COX-2 esta
intimamente envolvida na patogénese da inflamacdo, cancer, esclerose mdultipla,
doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, entre outras (PRESCOTT e WHITE,
1996; IYENGAR et al., 1987; HINZ e BRUNE, 1999; LIANG, et al., 1999).

Devido a grande relevancia da enzima Oxido nitrico sintase e de seu
carater induzivel em processos inflamatoérios, inibidores de INOS estdo sob
investigagdo para o tratamento de estados inflamatérios (HOCHER et al., 2000).

2.2.2 CITOCINAS

Embora ndo sejam os Unicos, os macrofagos sdo os maiores produtores
da citocina TNF-a e, curiosamente, sdo extremamente responsivos a ela (agao
autocrina) (BEUTLER e CERAMI, 1986). Essa citocina é uma das primeiras a serem
liberadas em resposta a um agente patogénico e estimula a fase aguda da resposta
inflamatoria, sendo capaz de exercer 0s seus efeitos em diversos 6rgdos
(BEUTLER, 1999). A principal funcao fisiolégica do TNF-a é recrutar neutrdfilos e
outros macréfagos para o local da inflamagdo bem como ativar estas células no
intuito de eliminar microrganismos. Entretanto, suas acdes sdo bem mais
abrangentes incluindo proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular
(PARAMESWARAN e PATIAL, 2010). Em niveis adequados, o TNF-a é capaz de
aumentar a vasodilatacdo e a permeabilidade vascular, facilitando a infiltracdo de
linfécitos, neutréfilos e mondcitos para o sitio da inflamacdo. Em conjunto com a IL-
17, ela desencadeia a expressao das quimiocinas atraentes de neutréfilos, CXCL1,
CXCL2 e CXCL5 (GRIFFIN et al., 2012) e pode também aumentar a expressao de
moléculas de adeséo celular (VIEIRA et al., 2009). Além disso, esta citocina é capaz
de ativar e aumentar a atividade microbicida de fagocitos (aumentando a produgéo
de Oxido nitrico), aumentar a expressdo de moléculas envolvidas na apresentacao
de antigenos, como o MHC de classe Il, além de estimular a producdo de diversas
outras citocinas de carater inflamatério, como a IL-1p e a IL-6 (KINDLER et al., 1989;
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NIKCEVICH et al., 1999; OPPENHEIM et al., 1989, MURRAY et al., 1992). Apesar
disso, o TNF-a também pode ser extremamente prejudicial quando produzido em
niveis elevados. Sua acdo esta relacionada a patogénese de diversas doencas,
incluindo a doenga inflamatoéria do intestino, psoriase, artrite reumatoide, asma,
cancer, doencas infecciosas e outras patologias autoimunes (SOZZANI et al., 2014).

De modo semelhante ao TNF-a, a IL-13 também é produzida e liberada
nas primeiras fases da resposta imune a infecgcbes, lesdes e stress. Embora
mondcitos e macréfagos sejam as principais fontes de IL-1B, ela também pode ser
produzida por células Natural Killer (NK), linfocitos B, células dendriticas, fibroblastos
e células epiteliais. Durante a inflamacéo, a IL-1p estimula a produgcao de proteinas
de fase aguda no figado e atua sobre o sistema nervoso central para induzir febre e
secrecdo de PGs. Em mastdcitos, a IL-1B induz a liberagdo de histamina, que por
sua vez, provoca vasodilatacdo e inflamacdo localizada. Também é um
guimioatraente para os granuldcitos, aumenta a expansao e a diferenciacdo de
células T CD4* (BEN-SASSON et al., 2009) e aumenta a expressao de moléculas de
adesdo celular em células endoteliais e leucécitos (ARANGO DUQUE e
DESCOTEAUX, 2014) e, juntamente com o TNF-qa, estimula a producéo de IL-6 e IL-
8 (HWANG et al., 2004). A IL-1B também esta envolvida na regulacdo de respostas
imunes adaptativas induzindo a diferenciacdo de células Thl7 e a producédo de IL-17
em humanos (SUTTON et al., 2006).

Devido a suas caracteristicas pro-inflamatorias, diversos estudos tém
sugerido um papel importante para a IL-18 no desenvolvimento de doencas como a
artrite reumatoide (KAY e CALABRESE, 2004), doenca de Alzheimer (NICOLL et al.,
2000; RAINERO et al., 2004), diabetes mellitus (DINARELLO et al.,, 2010;
BANERJEE e SAXENA, 2012.), periodontite (LOPEZ et al., 2005) e esclerose
sistémica (KAWAGUCHI et al., 2006).

Outra importante citocina produzida por macréfagos e relacionada aos
processos inflamatorios € a IL-6. Sua acdo pleiotropica permite a ela afetar
processos que vao desde a imunidade até a reparacao dos tecidos e metabolismo.
Assim como o TNF-a e a IL-1B, a IL-6 também € pirogénica, levando a febre e
producdo de proteinas de fase aguda pelo figado (ARANGO DUQUE e
DESCOTEAUX, 2014). Alem disso, esta citocina promove a diferenciacdo das
células B em plasmadcitos e ativa as células T citotoxicas, estando intimamente

relacionada a inducédo de respostas Tul7 (HOU et al., 2009). J& foi demonstrado que
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a IL-6 desempenha importante papel na inibicdo da apoptose celular induzida por
varios estimulos, tais como o fator de crescimento transformador-g (TGF-B), além de
promover o crescimento e a sobrevivéncia de varias células, incluindo células
tumorais (HIDESHIMA et al., 2001). Esta ag¢do tem sido associada, em parte, a
producgédo de IL-17 pelas células TH17 (BETTELLI et al., 2006; ZHOU et al., 2007).

De maneira semelhante ao TNF-a e a IL-1B, a participacdo da IL-6 em
diversas patologias inflamatérias ja foi evidenciada, como na doenca de Crohn e na
artrite reumatoide (NISHIMOTO e KISHIMOTO, 2004). Além disso, a agdo conjunta
da IL-6 e de células Tul7 tem sido associada com o desenvolvimento de diversas
doencas autoimunes, tais como a esclerose multipla, bem como na progresséo do
cancer (SCHATTNER e RAGER-ZISMAN, 1990; HORWITZ e SARVETNICK, 1999;
ARZUMANYAN et al., 2013).

Macrofagos sdo também excelentes produtores de IL-12, uma citocina
gue promove a imunidade mediada por células e € decisiva para influenciar a
polarizac@o dos linfocitos T helper naive (TH0) para o perfil T helper 1 (Tnul), com
consequente producédo da citocina IFN-y (NATHAN e DING, 2010). Os linfécitos THl
sdo 0s responsaveis por dar continuidade, pelo sistema imune adaptativo, as
respostas inflamatérias iniciadas pelo sistema imune inato, podendo levar a
inflamacédo crénica (CRUVINEL et al., 2010). Além dos linfécitos T, a IL-12 também
atua sobre as células NK induzindo sua ativacdo e producdo de mais IFN-y. Este
IFN-y produzido por células Tul ou células NK é capaz de agir sobre os macréfagos
estimulando a producdo de EROs e ERNs que, como ja comentado anteriormente,
também sdo importantes mediadores da inflamacdo. Além disso, esta citocina
potencializa a acdo citotoxica dos linfocitos T CD8* e estimula a producdo de
anticorpos pelos linfocitos B (MACHADO et al., 2004).

Em relacdo a estrutura, a IL-12 é uma citocina heterodimérica, composta
por duas subunidades, IL-12p40 e IL-12p35 que se juntam formando a IL-12p70,
forma biologicamente ativa da molécula (MARTIN et al., 2012). Ja foi demonstrado
que a IL-12p40 também faz parte da citocina IL-23, estando relacionada a
patogénese de doencas como a psoriase, doenca inflamatéria do intestino, artrite
reumatoide e cancer (CROXFORD et al., 2014).

E importante ressaltar que, de acordo com as funcdes executadas,

propriedades celulares e principalmente o perfil de secrecdo de citocinas, 0s
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macrofagos podem ser subdivididos em dois grandes grupos: macrofagos M1, ou
classicamente ativados e macrofagos M2, ou alternativamente ativados (FRIDMAN
et al., 2012; BISWAS e MANTOVANI, 2010; LASKIN, 2009). A exposi¢cdo dos
monaocitos ou macréfagos ndo ativados a citocina IFN-y ou ao lipopolissacarideo
(LPS) promove o desenvolvimento de macréfagos M1. Estes macréfagos, por sua
vez, secretam citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23 e
promovem o desenvolvimento de linfocitos Tul. Além disso, os macrofagos M1
promovem o metabolismo da arginina em Oxido nitrico e citrulina e secretam altos
niveis de EROs e ERNs. Como resultado, os macréfagos M1 promovem um
ambiente altamente microbicida e tém um papel na mediacdo da destruicdo de
agentes patogénicos (Figura 4A) (ARANGO DUQUE e DESCOTEAUX, 2014).

Em contraste, a exposicdo dos mondcitos as citocinas IL-13 e IL-4
polariza estas células para um fenotipo M2 (GUNDRA et al., 2014). Macrofagos M2
liberam IL-10 e TGF-, exercem atividade imunossupressora seletiva e inibem a
proliferacdo de células T, além de também desempenharem um papel na resolucao
da inflamacao através da fagocitose de neutrofilos apoptoticos e aumento da sintese
de mediadores importantes na remodelacao de tecidos, angiogénese e cicatrizagcéo
de feridas (LASKIN, 2009), como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e mediadores lipidicos (eicosanoides e
fator de agregacéao plaquetaria - PAF) (BALBINO et al., 2005).

Assim, as mesmas células podem inicialmente ser pré-inflamatérias e
citotdxicas e depois participar na resolucao da inflamacéo e cicatrizacao de feridas,

de acordo com as alterac6es no seu microambiente (Figura 4 B).
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Figura 4: Subconjuntos dos macréfagos ativados. Diferentes estimulos ativam os mondcitos a se
desenvolverem em populac¢des funcionalmente distintas. Os macrofagos ativados classicamente (M1)
séo induzidos por produtos microbianos e citocinas, particularmente, o IFN-y, e sdo microbicidas e
envolvidos na inflamacéo potencialmente prejudicial. Os macréfagos alternativamente ativados (M2)
sdo induzidos por IL-13 e pela IL-4 produzidos pelas células Th2 e outros leucécitos, e sao
importantes no reparo dos tecidos e na fibrose (Fonte: ABBAS et al., 2015).

2.2.3 QUIMIOCINAS

Além da producéao de citocinas, os macréfagos também sdo produtores de
quimiocinas envolvidas na regulacdo do trafego celular. As quimiocinas constituem
uma familia de citocinas que sdo capazes de orientar a migracdo celular, num
processo conhecido como quimiotaxia. Durante a vigilancia imune, as quimiocinas
desempenham um papel crucial em guiar as células do sistema imune ao local onde
sdo necessarias. Na resposta inflamatoria, as quimiocinas sao liberadas por uma
ampla variedade de células envolvidas tanto na imunidade inata quanto na
imunidade adaptativa (COMERFORD e MCCOLL, 2011). Essa liberagdo, muitas
vezes, é induzida por citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6, e IL-1B e
resulta no acumulo de células inflamatdrias, como macrofagos, neutrofilos e
linfécitos, no local inflamado (ARANGO DUQUE e DESCOTEAUX, 2014).

Dentre as principais quimiocinas produzidas e liberadas por macrofagos,
estdo a CCL2 (MCP-1), CCL-5 (RANTES), CXCL1, CXCL2 (MIP-2a) e CXCL8 (IL-8),
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porém, possui destaque a CCL2 por estar entre os membros mais estudados da
familia de quimiocinas.

A CCL2 é produzida por diversos tipos de células além dos macroéfagos,
incluindo as células endoteliais, fibroblastos, células epiteliais, células do musculo
liso, células mesangiais, astrocitos e células microgliais (CUSHING et al.,, 1990;
STANDIFORD et al., 1991; BROWN et al., 1992; BARNA et al., 1994). Sua producéo
pode ocorrer de forma constitutiva ou apés inducéo por estresse oxidativo, citocinas
ou fatores de crescimento (DESHMANE et al., 2009). Essa quimiocina regula a
migracdo e infiltracdo de mondcitos, linfocitos T de memdria e células NK e ja foi
demonstrada como sendo um potencial ponto de intervencéo para o tratamento de
diversas doencgas inflamatorias, incluindo a esclerose multipla (SORENSEN et al.,
2004), artrite reumatoide (HAYASHIDA et al., 2001), aterosclerose (KUSANO et al.,
2004) e diabetes (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003).

2.2.4 PROSTAGLANDINAS

Os macrofagos também produzem varios mediadores lipidicos gerados a
partir do metabolismo do Acido Araquidénico (AA), pela acdo da Fosfolipase A2
(PLA2) sobre os fosfolipidios de membrana. O AA dard origem a mediadores
inflamatorios por duas vias: a primeira via, das cicloxigenases (COX), produzindo
PGs e tromboxanos (TXs), e a segunda via, das lipoxigenases (LOX), levando a
formacdo de LTs e lipoxinas (Figura 5). Os produtos do metabolismo do AA por
estas duas vias enzimaticas sdo chamados de eicosanoides (CASTRO, 2011).

Prostaglandinas (PG)

Cicloxigenases Tromboxanos (TX)
osfolipase .
Fosfolipideos o (quzz ‘ Acido
de membrana Araquiddnico (AA)
- \ Leucotrienos (LT)
Lipoxigenases Lipoxinas

Figura 5: Metabolismo do &cido araquidénico através das vias das cicloxigenases e
lipoxigenases (Fonte: do autor)
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As PGs desempenham um papel fundamental na geracdo da resposta
inflamatoria. Sua biossintese € aumentada significativamente no tecido inflamado e
elas contribuem para o desenvolvimento dos sinais cardinais da inflamagao aguda.
Elas s@o produzidas ubiguamente e agem como mediadores lipidicos autocrinos e
paracrinos para manter a homeostase do corpo (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

Durante uma resposta inflamatoria, tanto o nivel quanto o perfil de
producéo de PGs mudam drasticamente, sendo geralmente muito baixa nos tecidos,
mas aumentando imediatamente na inflamagéo aguda, antes do recrutamento de
leucdcitos e da infiltracdo de células imunes (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

A producdo de PGs depende da atividade das COXs, enzimas
bifuncionais que existem como isoformas distintas: COX-1 e COX-2 (SMITH et al.,
2000). A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria das células e € a fonte
dominante dos prostanoides que auxiliam nas funcbes de manutencéo, tais como
citoprotecdo epitelial gastrica e homeostase (DUBOIS et al., 1995). Ja a COX2 é
induzida em varios tipos celulares por citocinas e fatores de crescimento, como IL-1,
IL-2 e TNF-a, enquanto as citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 inibem sua expressao (VANE
et al., 1998). Esta enzima é a fonte mais importante na formacao de prostanoides na
inflamacdo e injuria tecidual e em doencas proliferativas, tais como o cancer
(DUBOIS et al., 1995). No entanto, ambas as enzimas contribuem para a producao
de prostanoides auto reguladores e homeostaticos e ambas podem contribuir para a
liberacdo de prostanoides durante a inflamacéo (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

Os mediadores lipidicos inflamatérios também estdo envolvidos em
muitas doencgas, incluindo a artrite reumatoide e outras formas de artrite, esclerose
multipla, desordens reprodutivas, polipos intestinais, asma brénquica e fibrose
pulmonar e cardiaca (SHIMIZU, 2009), sendo consideradas, por isso, alvos

farmacoldgicos importantes.

2.3 A INFLAMACAO E O CANCER

No intuito de manter a homeostase, durante uma resposta inflamatoria
aguda tipica, logo que o agente causador é eliminado, segue-se a etapa de
resolucdo (STABLES e GILROY, 2011). Nesta etapa, diversos sistemas enddégenos
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sao ativados, tais como a inibicdo do trafego de células polimorfonucleares (PMNSs),
catabolismo de mediadores proé-inflamatérios (como citocinas, quimiocinas,
eicosanoides e moléculas de adesé&o), morte celular programada (apoptose), entre
outros. Quando todos estes mecanismos funcionam de forma coordenada, a
inflamacéo aguda se resolvera sem causar maiores danos teciduais (GILROY e DE
MAEYER, 2015).

No entanto, caso aconteca o surgimento de falhas em qualquer parte
desta via de reparo, a inflamacdo ir4 persistir e tornar-se crbnica, podendo se
estender por dias, meses ou anos, levando a danos em excesso no tecido. Esta é
uma caracteristica da patogénese de varias doencas prevalentes na civilizacao
ocidental moderna, tais como artrite reumatoide e doencga periodontal (VAN DYKE e
SERHAN, 2003); doencas cardiovasculares, tais como infarto do miocardio
(ANSELMI et al.,, 2004) e aterosclerose (LIBBY, 2002); véarias desordens
neuropatolégicas, tais como o acidente vascular cerebral (AVC), a doenca de
Alzheimer ou a doenca de Parkinson (KOISTINAHO e KOISTINAHO, 2005), além do
cancer (KARIN e GRETEN, 2005; PHILIP et al., 2004).

Cancer é o nome geral dado a um conjunto de mais de 200 doencas
(NPG, 2016) que se desenvolvem ao longo do tempo, como uma longa e complexa
sucessdo de mutacdes ou alteracdes genéticas. Tais alteracbes podem ser
resultado de uma variedade de fatores, tanto intrinsecos, tais como mutacdes
genéticas herdadas ou erros aleatdrios na replicacdo do DNA, quanto extrinsecos,
como por exemplo, dano e instabilidade genética induzida por radiacédo, substancias
guimicas ou infeccdo viral. Essas mutacfes irdo progressivamente interferir nos
mecanismos responsaveis pelo controle da proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular, resultando na formacgéo do tumor (LODISH et al., 2004; TANNOCK, 2005).

O impacto global do cancer mais que dobrou nos ultimos 30 anos. Desde
entdo, a doencga tem sido amplamente estudada em diferentes aspectos e sua cura
permanece como 0 maior paradigma meédico-cientifico ja estabelecido (MIJAN,
2012).

Estudos jA& demonstraram que a resolucdo inadequada das respostas
inflamatorias representa uma importante base patolégica para o desenvolvimento de
tumores, sendo que cerca de 25% de todos os casos de cancer no mundo estédo
ligados a inflamacgéo cronica causada por infec¢des cronicas, doengas autoimunes
ou condi¢des inflamatérias de origem incerta (BALKWILL e MANTOVANI, 2001).



34

Uma vez que a inflamacé&o cronica € um processo complexo e dinamico
envolvendo multiplos tipos celulares e mediadores sollveis, ndo € surpreendente
que varios mecanismos tenham sido identificados pelo qual a inflamag&o promove
malignidade (DEMARIA, 2010).

A percepcdo do cancer como um microambiente tumoral, onde interagem
células geneticamente alteradas, células normais (como fibroblastos, células imunes,
células endoteliais), vasos e substancias produzidas localmente ou provenientes da
irrigacdo sanguinea, tem se mostrado muito mais satisfatéria ha compreensdo do
desenvolvimento tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Dentre as células
normais do microambiente tumoral, estudos recentes vém demonstrando uma
importancia crescente da atuacdo das células do sistema imune e seus produtos
(ONUCHIC e CHAMMAS, 2010).

As células tumorais produzem varias citocinas, quimiocinas e mediadores pro-
angiogénicos que compdem o0s microambientes tumorais e atraem leucocitos. Os
componentes inflamatérios de uma neoplasia em desenvolvimento podem incluir
uma populacao de leucdcitos diversos, todos 0s quais sao capazes de produzir um
conjunto variado de citocinas, mediadores citotoxicos incluindo EROs, serina e
cisteina-proteases, metaloproteinases de matriz (MMPSs), agentes de perfuracédo de
membrana e mediadores solaveis de morte celular (KUPER et al., 2000; WAHL e
KLEINMAN, 1998).

Dentre os componentes do microambiente tumoral estdo o TNF-a, o TGF-B, 0
VEGEF e as citocinas IL-1 e IL-6 (BALKWILL et al., 2005). A producédo de VEGF é um
mecanismo pelo qual os leucécitos infiltrados no tumor aumentam a angiogénese e
o desenvolvimento do tumor (ESPOSITO et al., 2004; BARBERA-GUILLEM et al.,
2002). Da mesma forma, o TNF-a, uma citocina chave mobilizada durante a
inflamacédo aguda (SZLOSAREK e BALKWILL, 2003), medeia o desenvolvimento do
cancer diretamente, através da regulacéo da proliferagéo e sobrevivéncia de células
neoplasicas e, indiretamente, ao exercer 0s seus efeitos sobre as células
endoteliais, fibroblastos e células do sistema imune no microambiente tumoral
(BALKWILL et al., 2005).

Vérios estudos utilizando animais geneticamente modificados, juntamente
com a analise de tumores humanos, revelaram que a expressdo alterada de
citocinas proé-inflamatérias, como o TNF-q, IL-1 e IL-6 e/ou anti-inflamatdrias, como

IL-10 e TGF-B tem um papel crucial na promoc¢édo de diferentes tipos de tumores,
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incluindo o tumor gastrico, colorretal, do figado, da mama e da pele (LIN e KARIN,
2007).

O fator de transcricdo NF-kB, que tem um papel central na imunidade inata e
na inflamacéo, representa também uma ponte molecular entre a inflamacdo e o
cancer (KARIN, 2006). O NF-kB induz a expressdo de citocinas inflamatdrias,
moléculas de adesdo, fatores angiogénicos e enzimas, como a COX-2 e iNOS que
sdo importantes para a sintese de mediadores inflamatorios (PGs e NO,
respectivamente). No tumor e em células epiteliais expostas a agentes
cancerigenos, o NF-kB promove a sobrevivéncia e proliferacdo das células através
da ativacdo de genes que codificam proteinas que regulam a progressao do ciclo
celular e apoptose (PORTA et al., 2011).

A capacidade peculiar dos tumores de promover o recrutamento de leucécitos
depende, em grande parte, da sua expressao constitutiva de genes que codificam as
guimiocinas inflamatérias, como a CCL2, que desempenha um papel importante na
progressdo do tumor por estimular diretamente o crescimento neoplasico,
promovendo a inflamagéo e induzindo a angiogénese (BALKWILL, 2003) e cuja
expressao é controlada pelo NF-kB (RICHMOND, 2002). Estes dados sustentam o
papel central de NF-kB na comunicacao funcional entre tumores e o sistema imune e
sugere uma relacdo causal entre a inflamacdo mediada por NF-kB e tumorigénese
(KARIN e GRETEN, 2005).

Entre as células componentes do sistema imune que infiltram o tumor, a
participacdo de macréfagos vem ganhando importancia e complexidade crescentes,
pois 0os macréfagos estdo envolvidos em processos de inflamacdo crbnica e
parecem estar associados a progressao tumoral e metastase. Densidades elevadas
de macréfagos no tecido neoplasico foram relacionadas a mau progndéstico em mais
de 80% de estudos publicados e a superexpressdo do Fator Estimulador de
Colbnias — 1 (CSF-1), um fator de crescimento de macrofagos, jA encontrada em
tumores de mama, Utero e ovario, esta correlacionada a um alto grau neoplasico e
pior prognostico (ONUCHIC e CHAMMAS, 2010). Além disso, os macrofagos
associados aos tumores (TAM), mondcitos circulantes diferenciados em TAMs pela
guimiocina CCL2, normalmente expressam baixos niveis de MHC de classe Il e
pouca atividade tumoricida, tendo potencial de suprimir a imunidade adaptativa
antitumoral (MANTOVANI e LOCATI, 2013).
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Além de tudo isso, também ja é bem sabido que o rompimento do equilibrio
oxidante - antioxidante provoca danos no DNA e pode resultar em morte celular e/ou
na geragao de mutacdes que conduzem a um aumento da expressédo de oncogenes
e inativacdo de genes supressores de tumores (PORTA et al.,, 2011). J4 foi
evidenciado que a sintese desregulada de NO esta envolvida na patogénese de
diversas doencas, incluindo o cancer, visto que a expressdao de INOS ja foi
detectada no cancer do colo do utero (THOMSEN et al., 1994), cancer de mama
(REVENEAU et al., 1999), do sistema nervoso central (COBBS et al.,, 1995), da
laringe (TAYSI et al., 2003), e da cabeca e pescoco (ROSBE et al., 1995).

Devido a correlacdo existente entre a inflamacdo e o cancer, conforme
demonstrado acima, o controle das respostas inflamatérias poderia ser uma

alternativa aos tratamentos para o0 cancer ja existentes e conhecidos.

2.4 TERAPIAS ANTI-INFLAMATORIAS E ANTINEOPLASICAS

Apesar dos grandes avancos ha descoberta de novos agentes
antineoplasicos e anti-inflamatérios, o cancer e as doencas inflamatdrias crénicas
ainda sdo uma grande causa de Obitos e incapacitacbes em todo o mundo,
tornando-se assim evidente a necessidade de se desenvolver novas formas de
tratamento capazes de combater essas doencas causando o minimo de efeitos
adversos possiveis.

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) sdo os agentes anti-
inflamatoérios mais utilizados na terapéutica e atuam inibindo a enzima cicloxigenase,
impedindo a formacéo de prostaglandinas e tromboxanos, mediadores do processo
inflamatorio (RANG et al., 2016). Ha evidéncias de que estes agentes também tém
promissora atividade anticancer (THUN et al., 2002). A quimioprevencdo da
patologia neoplasica foi iniciada pelo estudo realizado por KUNE et al. (1988), que
demonstrou que individuos tratados com AINEs para outras indicagfes tiveram uma
significativa reducdo da incidéncia de céancer colorretal. Muitos AINEs sdo néo
seletivos e inibem ambas as isoformas COX-1 e COX-2 e, por isso, podem
apresentar diversos efeitos colaterais, dentre 0s quais 0 mais importante € a

tendéncia a produzir ulceragdo gastrica e duodenal. Este efeito colateral pode ser
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explicado pelo fato da inibicdo da COX-1 constitutivamente expressa no estdbmago
resultar no bloqueio da biossintese de importantes prostaglandinas (PGE2 e PGI2)
envolvidas na citoprotecdo gastrica (BOTTING, 2006). A fim de se evitar esses
efeitos adversos gastrointestinais causados pelos inibidores da COX-1, foram
introduzidos no mercado os inibidores seletivos para COX-2 que, além da atividade
anti-inflamatoria, demonstraram efeitos antitumorais numa variedade de canceres,
incluindo o céancer do cdélon, de mama, pulméo e de prostata (TURINI e DUBOIS,
2002)

Apesar da diminuicdo na incidéncia de complicacbes gastricas com 0 uso
de inibidores seletivos da COX-2, estes farmacos também podem causar problemas,
tais como doencas cardiovasculares e renais. Além disso, em doses altas também
sao capazes de causar dano gastrointestinal (BRICKS e SILVA, 2005)

Outros agentes anti-inflamatorios bastante utilizados sdo o0s
glicocorticoides. Seu emprego na terapéutica deve-se, principalmente, ao fato destes
apresentarem poderosos efeitos anti-inflamatoérios e imunossupressores. Eles inibem
manifestacbes tanto iniciais quanto tardias da inflamacao, isto €, ndo apenas a
vermelhiddo, o calor, a dor e 0 edema iniciais, mas também o0s estagios posteriores
de cicatrizacdo e reparo de feridas e reacdes proliferativas observadas na
inflamacéo cronica (BAVARESCO et al., 2005). O mecanismo de acao exato destes
compostos € complexo e ainda ndo totalmente compreendido. Entretanto, sabe-se
que a diminuicao e a inibicdo de linfocitos e macréfagos periféricos tém participacao
no processo. Ha também forte evidéncia que os glicocorticoides induzem a sintese
de uma proteina que inibe a FLA2 e, portanto, diminui a liberagdo de AA dos
fosfolipidios, o que reduz a formacdo de PG, LT e compostos correlatos, que tem
papel importante na quimiotaxia e na inflamacdo (RANG et al.,, 2016). Os
glicocorticoides também sdo empregados no tratamento de uma variedade de
tumores em combinacdo com agentes citotoxicos por exercerem efeitos inibitorios
sobre a proliferacéo de linfocitos. Eles sdo bastante utilizados para reduzir o edema
nos pacientes com tumores cerebrais metastaticos ou primarios. Isso se refere
principalmente a dexametasona, que € o farmaco glicocorticoide mais utilizado como
adjuvante na quimioterapia. Os glicocorticoides representam uma classe importante
em muitos outros tipos de canceres, como linfomas e leucemia mieloide, onde a
dexametasona também diminui a proliferacdo linfocitaria, sendo este farmaco um

grande aliado durante o tratamento (BAVARESCO et al., 2005). A dexametasona é
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também muito usada clinicamente no tratamento das desordens inflamatorias da
pele e, por isso, é frequentemente utilizada na pesquisa cientifica como controle
positivo para determinados testes anti-inflamatérios (ASHWELL et al., 2000; PINTO
et al., 2015).

Assim como os AINEs, os glicocorticoides também apresentam muitos
efeitos colaterais relacionados principalmente com sua funcdo hormonal enddgena,
como por exemplo, osteoporose, imunossupresséo, hiperglicemia, hipertenséo,
glaucoma, diminuicdo do crescimento e Sindrome de Cushing, o que limita seu uso
cronico (LONGUI, 2007).

Além dos compostos relacionados acima, as terapias bioldgicas vém
sendo amplamente estudadas para o tratamento da inflamacéo. Estas terapias
incluem agentes que reduzem a atividade de citocinas especificas e/ou seus
receptores (terapias anti-citocinas), bloqueiam o trafego de linfocitos para os tecidos
e previnem a ligacdo entre as moléculas co-estimuladoras dos mondcitos e
linfécitos. As terapias anti-citocinas atuais tem sido amplamente empregadas no
tratamento de doengas autoimunes, como artrite reumatoide, doencas inflamatorias
intestinais, psoriase, esclerose multipla, entre outras (DINARELLO, 2010).

JA4 o tratamento convencional do céancer inclui a cirurgia (RECHT e
HOULIHAN, 1995; LEZOCHE et al.,, 2013), radiagcdo (MANSFIELD et al., 1991;
MUNSHI et al., 2013), quimioterapia (JOHNSON, 2012; GOFFIN et al., 2010) e a
terapia hormonal (PREZIOSO et al., 2004). Os agentes quimioterapicos mais
empregados incluem os alquilantes polifuncionais, os antimetabdlitos, os antibiéticos
antitumorais, os inibidores mitéticos e outros.

Entre as possiveis abordagens terapéuticas do céncer, a terapia génica
surge como uma importante alternativa e uma esperanga para pacientes. A
imunoterapia tem sido uma das principais estratégias adotadas para terapia génica
do cancer. As abordagens utilizadas para estimular a resposta contra o cancer
incluem a transferéncia de genes imuno-estimulatérios em células tumorais ou o
melhoramento no processo de apresentacdo de antigenos (LI et al., 2005).

Entre as moléculas imuno-estimulatérias, a administragdo sistémica de
citocinas constitui um tratamento corrente para varios tipos de céanceres. Tais
moléculas induzem processos bioldégicos como proliferacdo, quimiotaxia,

diferenciacao, inflamacéo, eliminacdo de patdégenos e morte celular. Porém o uso
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sistémico de citocinas recombinantes esta ligado a uma elevada toxicidade,
limitando seu uso (LI et al., 2005).

Apesar dos grandes avancos na terapéutica da inflamacé&o e do céncer, o
desenvolvimento de novos compostos mais seguros, eficazes e com menos efeitos
colaterais ainda é de extrema necessidade, levando-se em conta a grande
importancia dos processos inflamatorios no desenvolvimento desta importante

enfermidade que € o cancer.

2.5 A REACAO DE MORITA BAYLIS-HILLMAN (MBH)

Atualmente, o uso de moléculas obtidas de plantas medicinais tem
resultado em algumas alternativas terapéuticas, mas a pequena quantidade do
extrato obtido a partir de plantas e/ou a alta complexidade dessas estruturas, tornam
a producdo desses farmacos naturais, muitas vezes impraticaveis, tanto pela
extracdo natural, como pela sintese quimica. Dessa forma, a descoberta e
identificacdo de substancias relativamente simples, que possam ser preparadas
através de poucas etapas e com uma boa produtividade, se apresenta como uma
alternativa eficiente para a sintese de novas moléculas bioativas (LIMA-JUNIOR et
al., 2010).

Dentro desse contexto encontra-se a reacdo de Morita-Baylis-Hillman
(MBH). Essa reacdo pode ser considerada como a condensacdo entre carbonos
eletrofilicos sp2 (normalmente aldeidos) e ésteres, nitrilas, amidas ou cetonas aq,f-
insaturadas (nucledfilos) na presenca de catalisador, sendo normalmente o 1,4-
diazabiciclo [2.2.2]octano (DABCO) o mais utilizado, levando a formacdo de
substancias a-metileno-f- hidroxicarboniladas (ou adutos de MBH). Essa pode ser
caracterizada como uma reacdo de formacao de ligacdo carbono-carbonoll
(SILVEIRA, 2006).

OH

o R R,
)J\ ) catalisador Rj
R1 H + N
R, =CN, COR, -
R, = alquil, aril COOR, CONH, substancias

a — metileno - p — hidroxicarboniladas

Figura 6: Esquema geral da reagcédo de Morita-Baylis-Hillman (Fonte: Silveira, 2006)
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Com base na sua economia de atomos e viabilidade, a reacdo de MBH é
atualmente considerada como uma das transformacdes mais eficientes na quimica
organica (AMARANTE et al., 2009)

Alguns grupos de pesquisas vém utilizando essa reacdo para produzir
compostos altamente funcionalizados, que servem como substratos para a sintese
de moléculas biologicamente ativas (AMARANTE et al., 2010), pois explorando a
reatividade dos grupos funcionais destes compostos, pode-se ter acesso a
importantes intermediarios para sintese de farmacos, como a Espisulosina
(AMARANTE et al, 2010), o (+) Efaroxan (SILVEIRA e COELHO, 2005),
Cloranfenicol e derivados (COELHO e ROSSI, 2002; MATEUS e COELHO, 2005) e
Bupropion (AMARANTE et al., 2008) (Figura 7).
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Figura 7: Farmacos sintetizados a partir de um intermediario sintético proveniente da reacgéo
de MBH. (Fonte: Adaptado de Ferreira, 2010)
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Diversas caracteristicas evidenciam a vantagem de se utilizar a reacao
MBH como método sintético, tais como: ser régio- e quimiosseletiva, do ponto de
vista estrutural, serem moléculas polifuncionalizadas (GOMES, 2010), além de poder
ser considerada uma transformacédo de “quimica verde”, ja que apresenta uma
elevada economia de atomos, utiliza reagentes de baixo custo e reduzido impacto
ambiental e gera um volume de residuos quimicos reduzido, pois o0 DABCO e o
acrilato podem ser totalmente recuperados no final da reacdo (TROST, 2002; ROSA
et al., 2001).

Apenas um inconveniente surge com a utilizacdo deste método sintético,
a velocidade de sua reacéo, sendo relatado na literatura processos com até 65 dias
de reacdo. Contudo diversas pesquisas utilizando outros catalisadores, altas
pressodes, ultrassom, entre outras metodologias tém sido utilizadas para aumentar a
eficiéncia e a velocidade destas reacdes (BASAVAIAH et al., 2003; LIMA-JUNIOR;
VASCONCELLOS, 2012).

Desde sua descoberta, diversas moléculas de interesse quimico e
biolégico j& foram sintetizadas a partir desta reacdo. Entretanto, apenas apos trés
décadas da publicacdo do trabalho de Morita, estudos relacionados a atividade
biolégica destes compostos foram realizados. Em 1999, surgiu o primeiro artigo
relatando a atividade dos adutos de MBH sobre os principais causadores da malaria,
0 Plasmodium falciparum e Plasmodium berghei (KUNDU et al, 1999).
Posteriormente, outras atividades atribuidas aos adutos foram relatadas, tais como
acéo antineoplasica (KOHN et al., 2006; LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012),
antibacteriana (SINGH e BHAT, 2011) e antifungica (YU et al., 2006). Relatos de
atividade anti-inflamatoria também foram feitos recentemente por MARTINS (2015).

Neste sentido, uma vez que é crescente a necessidade de se desenvolver
novos compostos capazes de atuar em doencas inflamatérias e/ou no céancer de
maneira efetiva e com o minimo de efeitos adversos, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a atividade anti-inflamatoria, antitumoral e antioxidante de novos adutos
de MBH.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antitumoral de 10 novos adutos da
reacao Morita-Baylis-Hillman (MBH), verificando se esta atividade tem relacdo com

uma possivel atividade antioxidante, também testada.

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar a influéncia do tratamento com os adutos de MBH na viabilidade
de células RAW 264.7 e J774A.1;

e Avaliar a influéncia do tratamento com os adutos de MBH na producdo Oxido
Nitrico;

e Avaliar a influéncia do tratamento com os adutos de MBH na producéo das
citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 assim como da quimiocina CCL2 (MCP-1);

e Avaliar a influéncia do tratamento com os adutos de MBH na expresséo de
moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e CD40);

e Determinar a atividade anti-inflamatéria do melhor aduto de MBH em modelo
murino de edema de orelha;

e Avaliar a influéncia dos adutos de MBH sobre a viabilidade de células de
carcinoma mamario murino (4T1) e melanoma murino (B16);

e Avaliar o potencial antioxidante dos adutos MBH,;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo foram realizados tanto ensaios in vitro para a triagem
dos compostos, quanto ensaios in vivo para a confirmacao das propriedades anti-
inflamatérias dos adutos de MBH. Os ensaios de viabilidade celular tumoral e
antioxidante (DPPH) foram realizados somente in vitro. Na Figura 8 esta

representado o delineamento experimental deste trabalho.

MTT

NC

Células RAW 264.7 Citocinas {TNF-a, IL-6)
2N02, 3NO2, 4NO02, 2CI, Quimiocina (CCL2)
3CL 4CI, H, 4Br, 2F, 4F
- Imunomodulzgio (CDED, CD86, CO40)

Ensaios in vitro
- MTT
Células J7T4A.1
Citodina (IL-1F)
( Sintese dos adutos de MBH w Células tumorais (4T1 e B16) T
2N02, 4NO2, 2C1,
3CI, 4Cl, 4Br, 4F - .
R — Atividade antioxidante DPPH
Citocinas (IL-6, IL-15)
Quimiccina (CCLE)
Ensaios in vivo 4Br Edema de orelha (TPA)

MPO

Histologia

Figura 8: Delineamento experimental com as etapas de triagem in vitro e também dos ensaios
realizados in vivo (Fonte: do autor)

Os ensaios anti-inflamatérios in vitro consistiram da determinacdo da
viabilidade tanto de células RAW 264.7 e J774A.1 quanto de células 4T1 e B16
frente aos adutos e dos efeitos dos compostos sobre a producéo de NO, citocinas,
guimiocina e também na expressao de moléculas co-estimuladoras, em células RAW
264.7, apos estimulacdo com LPS. ApoOs essa etapa, foi selecionado o aduto de
MBH com a melhor atividade frente aos mediadores dosados para a realizagao de
ensaios in vivo. Os adutos foram testados nas concentracdes de 75, 50 e 25uM para
todos 0s ensaios, com excecdo do ensaio de expressdao de moléculas co-
estimuladoras, onde foi testada apenas a maior concentracdo efetiva e nao téxica

dos compostos.
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O ensaio in vivo foi realizado através de um modelo de edema de orelha
murino induzido por 6leo de créton, através do qual foi possivel dosar também as
citocinas e quimiocina envolvidas no processo inflamatério, a enzima
mieloperoxidase (MPO), além da realizacdo de analises histoldgicas das orelhas. Os
grupos experimentais para o ensaio in vivo foram os seguintes (n=4):

e Grupo 1 — Controle inflamado e néo tratado, os quais receberam 0leo de
créton na orelha, mas néo foram tratados com os adutos;

e Grupo 2 — Controle inflamado e tratado com dexametasona, o qual
recebeu Oleo de créton nas orelhas e foram tratados com dexametasona,
um anti-inflamatorio eficaz para esse tipo de ensaio;

e Grupo 3 — Grupo experimental inflamado e tratado com o aduto de MBH
4Br, os quais receberam 0Oleo de créton na orelha e foram tratados com o
aduto de MBH 4Br.

4.2 PREPARO DOS COMPOSTOS

Os 10 adutos de MBH foram sintetizados pelo Grupo de Pesquisas em
Metodologias Sintéticas (GPMS), coordenado pelo Prof. Dr. Giovanni Wilson
Amarante do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora

(UFJF) e devidamente caracterizados por técnicas espectroscopicas de analise.

O OH ©

O
x DABCO
=Y H + 0 —_ =

R'=2NO,; 3NO,; 4NO,; 2Cl; 3CI; 4Cl; 4Br; H; 2F; 4F

Figura 9: Reacdo utilizada para a obtencdo dos adutos MBH (Fonte: do autor)

A sintese dos 10 compostos se deu pela reacdo de Morita-Baylis-Hillman,
explicada anteriormente, em um unico passo (Figura 9). As estruturas dos 10

compostos resultantes sdo mostradas abaixo, na Figura 10.
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Figura 10: Estrutura dos adutos MBH testados neste trabalho (Fonte: do autor)

Inicialmente, os adutos de MBH foram solubilizados em Dimetilsuféxido

(DMSO; Synth) e posteriormente diluidos em meio de cultura para obtencdo de uma
solucdo de trabalho a 75 uM. As solu¢gBes subsequentes, por sua vez, também
foram diluidas em meio de cultura para obtencédo das concentracdes de 50 e 25uM.

A concentracdo maxima de DMSO alcangada no poco foi < 0,2%.

4.3 ENSAIOS IN VITRO

4.3.1 LINHAGENS CELULARES

Nos ensaios de viabilidade e producédo de mediadores inflamatérios foram
utilizadas células da linhagem RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) e J774A.1 (ATCC®
TIB-67™), ambas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Henrique Couto Teixeira.

As linhagens celulares utilizadas nos ensaios de viabilidade celular
tumoral foram 4T1 (ATCC® CRL 253™) e B16F10 (ATCC® CRL 6475™), gentilmente

cedidas pelos professores Jacy Gameiro e Carlos Maranduba, respectivamente.
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4.3.2. CULTURA DE CELULAS RAW 264.7, J774A.1, 4T1 EB16

As linhagens celulares RAW 264.7, 4T1 e B16 foram cultivadas em
garrafas de cultura (NUNC) de 25cm? em meio RPMI-1640 (Gibco, Grand Island,
NY, U.S.A.) suplementado com 10% de soro fetal bovinho (SFB) e 1% de antibiotico
100Ul/mL (penicilina e estreptomicina) a 37°C em 5% de CO2. ApOs 2 dias, as
células foram transferidas para garrafas de cultura de 75cm?. Uma vez que as
linhagens celulares utilizadas sdo aderentes, para sua remocao do interior das
garrafas utilizou-se um suporte plastico (cell scraper-SARSTED) para RAW 264.7 e
tratamento com solucdo de tripsina-EDTA (0,25% Sigma-Aldrich) para 4T1 e B16,
por entre 5 a 10 minutos.

Apds um novo periodo de incubacdo de aproximadamente 4 dias, as
células passaram novamente pelo mesmo tratamento, porém desta vez, ao invés de
serem transferidas para garrafas de cultura, elas foram ressuspendidas em meio
RPMI suplementado e sua concentragdo foi determinada em camara de Neubauer.
Em seguida, as células foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos de fundo
chato, na concentracdo de 1 x 10° células por poco para células RAW 264.7 e 1 x
10* células por poco para células 4T1 e B16, em um volume final de 100ul. Seguiu-
se entdo um periodo de incubacdo de 24 horas em estufa a 37°C em 5% de COa.
Para as células J774A.1 foi realizado o mesmo procedimento descrito, no entanto,
estas células foram cultivadas em Meio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) (Gibco,
Grand Island, NY, U.S.A.) ao invés de meio RPMI.

Apbés o periodo de incubacdo, os estimulos e os adutos foram
adicionados as placas em diferentes concentracdes. Seguiu-se nova incubagao por
48 horas, quando entdo foi realizado o ensaio de MTT. Para as células J774A.1 o

ensaio de MTT foi realizado 24 horas apés essa segunda incubacao.

4.3.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE DO MTT

Para determinar a viabilidade celular apés tratamento com os diferentes

compostos ou solventes foi utilizado o método colorimétrico do MTT (brometo de 3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazodlio). O principio deste método consiste na
metabolizacdo do sal MTT pelas células, sendo reduzido, no interior da mitocdndria,
a um produto chamado formazan. Este produto, acumulado dentro da célula, é
solubilizado através da adi¢do de um solvente apropriado (MOSMANN, 1983).

ApoOs o periodo de incubacao previamente descrito, foram adicionados 10
puL do corante MTT (5 mg/mL, Sigma®) completando-se o volume do po¢co com meio
RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, NY, U.S.A.) ou DMEM suplementado para 100 pL,
seguindo-se nova incubacao por mais 2 horas e meia para a formacao dos cristais
de formazan. Ao final deste periodo, o meio foi removido cuidadosamente para a
adicédo de 100 pL de DMSO (Sigma®) para solubilizagdo dos cristais de formazan. As
placas foram agitadas e a absorbancia correspondente a cada amostra foi medida
por espectrofotometria de absor¢cao molecular na regido do visivel, a 595 nm.

Para calcular a viabilidade celular, a Equacéo 1 foi utilizada.

100 x DO
Viabilidade (%) = H
BOECTe

Equacédo 1: Calculo da viabilidade. DOsgsa = valor médio da densidade Optica das amostras
testadas; DOsgscte = valor médio da densidade 6ptica do controle estimulado e nédo tratado (CTe)
(Fonte: 1ISO 10993-5:2009)

Quanto menor a viabilidade, maior o potencial citotoxico do composto
testado. Os ensaios foram feitos em triplicata e os resultados séo representativos.

4.3.4 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE NO

Como a meia vida do NO é da ordem de segundos, medicfes diretas do
mesmo sao dificeis. Dessa forma, estas medicdes sdo feitas de forma indireta,
através da medida do acumulo de nitrato (NO3") e nitrito (NO2°) (GREEN et al.,
1982). Para a determinac&o da concentracdo de NO neste trabalho, foi mensurada a
concentracdo de nitrito (NO2") pelo método colorimétrico de Griess. O reagente de
Griess é uma mistura 1:1 de 1% de sulfanilamida e 0.1% de naftiletilenodiamino-
bicloridrato (NEED) em &cido fosférico (HsPOa) a 2,5%.
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Para determinar a concentracdo de NO2-, os sobrenadantes das culturas
celulares estimuladas com LPS (1ug/mL) e IFN-y (20 U/mL), tratadas com os adutos
de MBH e incubadas durante 48 horas, conforme ensaios de padronizacao
realizados em nosso laboratério pelo nosso grupo de pesquisa, foram transferidos,
em triplicatas, para uma placa de 96 pogos de fundo chato (50ul/poco). As amostras
foram adicionados 50 uL por poco do reagente de Griess e apdés 5 minutos, a
absorbancia foi determinada por espectrofotometria de absor¢cao molecular na regiao
do visivel, a 540nm. As concentracfes de nitrito foram calculadas a partir de uma
curva padréo realizada com uma solucao de nitrito de sédio (NaNO2) a 200 UM em
meio RPMI e comparadas ao controle estimulado e nao tratado (CTe). Os ensaios

foram feitos em triplicata e os resultados sé@o representativos.

4.3.5 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA DETERMINAGCAO DE TNF-a,
IL-6, CCL2 E IL-1B

A dosagem das citocinas e da quimiocina nos sobrenadantes das culturas
celulares foram realizadas pelo método de ELISA do tipo sanduiche, de acordo com
o protocolo do fabricante (B&D Pharmingen, San Diego, CA, USA), apGs incubacédo
de 48 horas para as citocinas TNF-a, IL-6 e a quimiocina CCL2 e 24 horas para a
citocina IL-1.

A leitura da absorbancia foi feita a 450 nm por espectrofotometria de
absorcdo molecular na regido do visivel e as concentracdes das amostras foram
calculadas a partir de uma curva padrdo, na qual foi utilizada proteina recombinante
purificada especifica de cada teste. Os valores foram expressos em pg/mL e
comparados com um controle estimulado e néo tratado (CTe). Os ensaios foram

feitos em triplicata e os resultados sao representativos.
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4.3.6 CITOMETRIA DE FLUXO PARA AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS
MARCADORES CELULARES DE SUPERFICIE

Apds serem mantidas em cultura durante 24h, as células RAW 264.7
foram contadas em camara de Neubauer e, posteriormente, transferidas para placas
de 96 pocos de fundo chato, na concentracdo de 5 x 10° células por poco. As
células foram entdo incubadas por mais 24 horas em estufa a 37°C em 5% de COgq,
guando iniciou-se o processo de marcacao celular.

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte maneira (n=3):

e Controle ndo marcado
e Controles de cor (APC, FITC e BVv421)

e Amostras marcadas

o Controle ndo estimulado e néo tratado (CTn)
o Controle estimulado e nao tratado (CTe)
o Adutos de MBH

Inicialmente, as placas contendo as células foram lavadas com 200 ul de
tampao de FACS (PBS acrescido de 1% de soro fetal bovino e 0,09% de azida)
gelado a fim de remover as células aderidas. Em seguida o conteudo celular foi
transferido para uma placa de fundo em “U”, centrifugado a 1500 RPM por 5 minutos
a 4°C e o sobrenadante foi removido por inversao rapida da placa.

O conteudo celular foi entdo ressuspendido em 200 ul de PBS e,
posteriormente, centrifugado a 1500 RPM por 5 minutos a 4°C. Apds a remocao do
sobrenadante por inversédo rapida da placa, as células receberam o anticorpo de
blogueio anti-CD16/CD32 (Clone 93) na concentragdo de 0,3 pg por pogo. As
células foram entdo incubadas por 15 minutos a 4° C e posteriormente foram
adicionados 100 pl/poco de tampdo de FACS seguido de centrifugacdo por 5
minutos, 1500 RPM a 4° C.

O sobrenadante foi entdo removido por inversdo rapida da placa e as
células foram ressuspendidas no volume residual, sendo adicionados a cada poc¢o
20uL de tampéo de FACS acrescido de 0,3 pg por poco dos diferentes anticorpos de

interesse, conforme descrito na tabela abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1: Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria (Becton & Dickinson)

Anticorpos Clone Fluorocromos
anti-CD80 Clone 16-10A1 APC
anti-CD86 Clone GL1 FITC
anti-CD40 Clone 3/23 Bv421

Fonte: do autor

Posteriormente, as amostras foram incubadas por 30 minutos a 4°C no
escuro e em seguida foram adicionados 100 pl/poco de tampé&o de FACS seguido de
centrifugagédo por 5 minutos, 1500 RPM, 4°C, sendo esse procedimento realizado
duas vezes. As células foram entéo ressuspendidas em 150 pl de tampéo de FACS
e transferidas para tubos especificos (CORNING). As amostras foram coletadas em
citometro de fluxo FACScanto Il (Becton & Dickinson), onde 30.000 eventos foram
adquiridos e os resultados foram analisados pelo software Flowjo.

A estratégia de gate (Figura 11) utilizada para determinacéo dos fenotipos
celulares consistiu, inicialmente, da retirada dos doublets, seguida pela
determinacdo das células viaveis a partir da utilizacdo do corante iodeto de
propideo. A zona de demarcacédo celular foi determinada de acordo com o tamanho
(FSC) x granulosidade (SSC) caracteristicos das células alvo e a média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) destas células foi determinada. Os ensaios foram

feitos em triplicata e os resultados sao representativos.
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Figura 11: Estratégia de gate (Fonte: do autor)
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4.3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O método utilizado para a avaliagdo da atividade antioxidante dos adutos
de MBH 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 absorbancia. 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 e colaboradores (2012).

As solucbes das substancias em teste foram preparadas utilizando-se
etanol como solvente em uma faixa que contemplou oito concentracfes diferentes
entre 800 uM e 6,25 yM. Do mesmo modo, preparou-se a solucdo de DPPH na
concentragcéo de 300 yM (120 pg/mL) que foi plaqueada em um volume de 150 pL
em todos 0s pocos que receberiam as substancias testadas. Em seguida foram
adicionados 50 uL das substdncias em suas diferentes concentracfes. O poco
utilizado como controle continha de 150 pL da solugdo de DPPH e 50 uL de etanol
PA (solvente).

Apds 30 minutos a placa de 96 pocos foi lida por espectrofotometria de
absorcdo molecular na regido do visivel, a 515 nm, sendo as leituras repetidas até
total estabilizacdo das absorbancias.

A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi

calculada utilizando-se a seguinte equacao:

CTng-amostra
Atividade antioxidante (%j:( J )x 100

CTng

Equacédo 2: Porcentagem de atividade antioxidante. CTng — Controle negativo (Fonte: SILVA et
al., 2013)

Os resultados foram comparados com o percentual de atividade

antioxidante da rutina encontrado na literatura.
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4.4 ENSAIOS IN VIVO

4.4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas Balb/c provenientes do Centro da
Biologia da Reproducgao da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR-UFJF). Eles
foram mantidos em temperatura padrdo (22°C), ciclos de claro/escuro de 12 em 12
horas e com comida e 4gua a vontade. Cada grupo continha 4 animais. Todos 0s
experimentos foram feitos de acordo com os principios éticos de pesquisa animal
adotado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA - Protocolo n° 045/2016).

4.4.2 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO DE OLEO DE CROTON
(TPA)

Este teste foi realizado de acordo com o método descrito por
SCHIANTARELLI et al. (1982) e € um modelo de inflamacdo aguda que permite
avaliar a acdo anti-inflamatéria dos compostos estudados. O processo inflamatério
agudo foi induzido pela aplicacéo topica Unica do 6leo de créton (2,5% viv em 20 uL
de acetona) na superficie interna da orelha direita dos camundongos. Os compostos
(0,1 e 0,5 mg/orelha) e a dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo) foram
administrados imediatamente apos a aplicacdo do 6leo de créton por via topica. A
orelha esquerda foi aplicado somente o veiculo acetona para ser utilizado como
controle negativo. Apds 4 horas, os animais foram eutanasiados e circulos de 6 mm
de tecido das orelhas foram coletados e pesados individualmente utilizando uma
balanca analitica. A diferenca de peso entre a orelha direita inflamada e a orelha
esquerda nao inflamada de cada camundongo indicou a intensidade do edema.

Os circulos de 6mm obtidos da orelha direita foram seccionados ao meio
com o auxilio de uma tesoura e armazenados a -80°C para, posteriormente, serem

utilizados na determinacdo dos niveis das citocinas IL-6 e IL-1B e da quimiocina
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CCL2, na avaliacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e na

realizacdo da analise histologica.

4.4.3 DETERMINACAO DAS CITOCINAS IL-6 E IL-18 E DA QUIMIOCINA CCL2

A metade das orelhas direitas obtidas anteriormente foram
homogeneizadas em 400uL de tampé&o de extracdo de citocinas de tecidos (NacCl
2.34%, Tween 20 0.05%, BSA 0.5%, PMSF 0.0017%, Cloreto de Benzetbnio
0.00448%, EDTA 0.0372%, Aprotinina 0.002% em &agua destilada) e centrifugadas a
3000 RPM durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados
para a determinacao dos niveis das citocinas e da quimiocina pelo método de ELISA
do tipo sanduiche, de acordo com o protocolo do fabricante (B&D Pharmingen, San
Diego, CA, USA).

A leitura da absorbancia foi feita a 450 nm por espectrofotometria de
absorcdo molecular na regido do visivel e as concentracdes das amostras foram
calculadas a partir de uma curva padrao, na qual foi utilizada proteina recombinante
purificada especifica de cada teste. Os valores foram expressos em pg/mL e

comparados com o controle inflamado e n&o tratado (CTe).

4.4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MPO

Os pellets/precipitados resultantes da centrifugacdo anterior foram
utilizados para a avaliagdo da atividade enzimatica da MPO. Para isso, eles foram
ressuspendidos em solugdo salina 0,2% gelada e homogeneizados. Apos 15
segundos, foi adicionada uma segunda solucdo salina (NaCl 1,6% e glicose 5%) e
eles foram novamente homogeneizados e, desta vez, centrifugados a 3000 RPM por
10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 75
uL de solucdo de HTAB 0,5%. Em seguida, a solugcédo preparada anteriormente foi
submetida ao congelamento com nitrogénio e descongelamento em temperatura

ambiente por 3 vezes consecutivas e centrifugadas a 14000 RPM durante 15
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minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram plaqueados em placas de 96 pocos de
fundo chato e, a eles, foi adicionada uma solucao tampao citrato (citrato 0,1M; H202
0,04%; OPD 0,04%) na mesma propor¢do. Apés 15 minutos, a absorbéancia foi
determinada por espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do visivel, a
490 nm e os resultados foram expressos em unidade de densidade Otica e

comparados com o controle inflamado e néo tratado (CTi).

4.4.5 ANALISES HISTOLOGICAS

Apéds serem fixadas em solucdo de formol a 10% por 24 horas, o0s
fragmentos das orelhas foram armazenados em &lcool 70% até o inicio do processo
de desidratacdo. As orelhas foram posteriormente desidratadas, blocadas em
parafina, seccionadas em cortes de 5 ym em um micrétomo e coradas com
hematoxilina e eosina. A infiltracdo de leucdcitos e edema foram avaliadas em areas

representativas com aumento de 100 e 400x.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados numéricos foram analisados por meio do programa estatistico
Graph Pad Prism 5.00, utilizando-se o teste nao-paramétrico ANOVA seguido do
pés-teste Dunnet para 0s ensaios in vitro e poés-teste Newman-Keuls para o0s
ensaios in vivo. O nivel de significAncia adotado foi de 5% (P<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 INFLAMACAO

5.1.1 RESULTADOS IN VITRO

5.1.1.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE DE CELULAS RAW 264.7 E CELULAS
J774A.1 TRATADAS COM OS ADUTOS DE MBH

Para a determinacédo da viabilidade dos adutos de MBH, células RAW
264.7 e células J774A.1 foram cultivadas e tratadas com diferentes concentracées
dos adutos (75, 50, 25uM). A viabilidade celular foi determinada pelo método de
MTT apds 48 horas de tratamento para as células RAW 264.7 e 24h para as células
J774A.1.
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Figura 12: Avaliacdo da viabilidade de células RAW 264.7 e J774 A.1 ap0s tratamento com
adutos de MBH. Células RAW 264.7 e J774A.1 (1x10° células/pogo) foram incubadas com diferentes
concentrac¢des dos adutos de MBH (75, 50, 25uM) durante 48 e 24 horas, respectivamente. Apos este
tempo, o percentual de sobrevivéncia foi determinado através do método colorimétrico de MTT,
considerando-se a Equacdo 1 para obter a viabilidade celular. O DMSO, utilizado em uma
concentracao < 0,2% (ndo demonstrado) ndo apresentou diferenca estatistica (Fonte: do autor).

Considerando-se aceitavel uma taxa de sobrevivéncia de 70% ou superior
(ISO 10993-5:2009), apenas o0 composto 2NO2 se mostrou citotoxico na
concentracdo de 75uM para ambas as células estudadas. Os outros compostos nao
apresentaram influéncia significativa na viabilidade celular em nenhuma

concentracdo avaliada (Figura 12).

5.1.1.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO) POR CELULAS
RAW 264.7 TRATADAS COM OS ADUTOS DE MBH

Conforme previamente comentado, o NO €& um radical livre de curta
duracédo, que participa de muitos processos fisiolégicos, em especial 0S processos

inflamatorios (NAGY et al., 2007). J& foi demonstrado que niveis elevados de NO
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estdo relacionados a diversas patologias, tais como esclerose multipla, doenca de
Parkinson, Alzheimer (DUNCAN e HEALES, 2005) e até no cancer (XU et al., 2002).
Assim, para determinar se os adutos de MBH séo capazes de atuar sobre
processos inflamatérios, foi avaliada a producdo de NO por células RAW 264.7
estimuladas com LPS e IFN-y e, em seguida, tratadas com os referidos compostos.
Conforme demonstrado na Figura 13, todos os compostos foram capazes
de reduzir significativamente a concentracdo de NO em todas as concentracoes
avaliadas. Essa reducdo se mostrou bastante efetiva nas maiores concentracfes

chegando a niveis basais em alguns casos.
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Figura 13: Avaliacdo da producdo de NO por células RAW 264.7 tratadas com os adutos de
MBH. Células RAW 264.7 (1x10° células/pogo) foram estimuladas com LPS (lug/mL) e IFN-y (20
U/mL) e, apés 1 hora de estimulo, tratadas com os adutos de MBH (75, 50 e 25uM). ApGs 48 horas
de cultivo, os niveis de nitrito foram avaliados no sobrenadante das culturas pelo método
colorimétrico de Griess. Células tratadas somente com DMSO (<0,2%) ndo demonstraram diferenca
estatistica com os controles. CTe controle estimulado e néo tratado; CTn controle ndo estimulado e
ndo tratado. (*) P<0,05 em relagédo ao grupo CTe (Fonte: do autor).

5.1.1.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE TNF-a POR CELULAS RAW 264.7
TRATADAS COM OS ADUTOS DE MBH

O TNF-a € uma citocina pleiotropica que desempenha um papel essencial
nos mecanismos de defesa do hospedeiro e apresenta propriedades pro-
inflamato6rias multifuncionais (TRACEY et al., 2008; SFIKAKIS e TSOKOS, 2011;
KOLLIAS et al., 1999; CAMINERO et al.,, 2011). Dentre elas estdo o aumento da
sintese de moléculas de adesdo endotelial, ativacdo de neutréfilos, aumento da

atividade microbicida dos fagocitos, indugcéo da producdo de outras citocinas, como
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IL-1 e IL-6 (LOCKSLEY et al., 2001; RIBEIRO-SOBRINHO et al., 2005; HANADA E
YOSHIMURA, 2002). Além disso, o TNF-a é capaz de induzir a expressao de iINOS
em macrofagos, aumentando ainda mais o processo inflamatorio (CUNHA et al.,
1993).

Neste contexto, visto que o TNF-a apresenta grande importadncia no
processo inflamatorio, a influéncia dos compostos também foi determinada sobre a
producéo desta citocina.

Conforme observado na Figura 14, os compostos 2NOz2, 4NO2, 2Cl, 3Cl e
4Br foram capazes de reduzir significativamente a concentracdo de TNF-a em suas
maiores concentracdes (75uM), sendo que os compostos 2NO2 e 3Cl também foram
capazes de promover esta reducdo nas duas menores concentracdes testadas
(50uM e 25uM). Merece destaque o composto 3Cl por ter sido capaz de reduzir os
niveis desta citocina em todas as concentracdes e por ndo apresentar citotoxicidade
em nenhuma delas.

TNF-a
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Figura 14: Avaliacdo da producéo de TNF-a por células RAW 264.7 tratadas com os adutos de
MBH. Células RAW 264.7 (1x10° células/poco) foram estimuladas com LPS (1ug/mL) e, apés 1 hora
de estimulo, tratadas com os adutos de MBH (75, 50 e 25uM). Apds 48 horas de incubacao, a
producé@o de TNF-a foi determinada no sobrenadante das culturas pelo método de Elisa. CTe controle
estimulado e néo tratado; CTn controle ndo estimulado e néo tratado. (*) P<0,05 em relag&o ao grupo
CTe (Fonte: do autor).
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5.1.1.4 AVALIACAO DA PRODUCAO DE IL-18 POR CELULAS J774A.1
TRATADAS COM OS ADUTOS DE MBH

A IL-1B é outra potente citocina pro-inflamatoria que, assim como o TNF-
a, é derivada predominantemente de macrofagos. Ela é capaz de ativar neutrofilos,
induzir a regulagéo positiva de moléculas de adesdo em leucdcitos (OKUSAWA et
al., 1988), além de induzir a producdo de proteinas de fase aguda no figado
(VOLTARELLI, 1994) e ativar a producao de outras citocinas, incluindo IL-6 e IL-8 e
TNF-a (RAMNATH et al., 2006).

A IL-1B é produzida em sua forma inativa (pro-IL1B) apos a ativacdo das
células através do reconhecimento de PAMPs ou DAMPSs por receptores tais como
0s TLRs ou NLRs (DINARELLO, 2009). Os NLRs uma vez ativados, recrutam
caspase-1 via proteina adaptadora ASC, originando um complexo multiproteico,
denominado inflamassoma, que possui finalidade de ativar caspase-1, a qual, apés
sofrer clivagem, induz a secre¢éo da citocina pro-IL-1p em sua forma biologicamente
ativa (IL-1B) (CARVALHO e ARRUDA, 2016).

Neste contexto, PELLEGRIN et al. (2008) demonstraram que as células
RAW 264.7 sao deficientes na proteina ASC e, devido a isso, nhdo sdo capazes de
processar a pro-IL-1B8 em IL-1B. Devido a isso, para avaliar a acdo dos adutos de
MBH sobre a producgdo de IL-1 8, foram utilizadas células J774A.1 que, segundo
este mesmo autor, é capaz de produzi-la de maneira adequada em sua forma ativa.

Os resultados demonstraram que o tratamento com 0S compostos
também foi bastante efetivo em reduzir a producdo de IL-1B em todas as
concentracbes avaliadas (Figura 15). Além disso, foi percebido que o solvente
DMSO também reduziu significativamente a producdo desta citocina em relacdo ao
controle estimulado e néo tratado (CTe). Essa redugdo na producdo de IL-1B
induzida pelo DMSO pode ser explicada devido a sua pequena atividade anti-
inflamatoria, ja relatada anteriormente na literatura (SMITH et al., 1998). Sendo
assim, para excluir a acdo do DMSO, os resultados dos compostos também foram
comparados ao resultado obtido com o DMSO. Em concordancia, a reducdo da
producdo de IL-1B8 induzida pelos compostos foi superior aquela induzida pelo
DMSO.
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Figura 15: Avaliacdo da producao de IL-1B por células J774A.1 tratadas com adutos de MBH.
Células J774 A.1 (1x10° células/pogo) foram estimuladas com LPS (lug/mL) e, ap6s 1 hora de
estimulo, tratadas com os adutos de MBH (75, 50 e 25uM). Apés 24 horas de incubacéo, a producéo
de IL-1p foi determinada no sobrenadante das culturas pelo método de Elisa. CTe controle estimulado
e ndo tratado; CTn controle ndo estimulado e nédo tratado. (*) P<0,05 em relagéo as células tratadas
com DMSO (<0,2%) (Fonte: do autor).

5.1.1.5 AVALIACAO DA PRODUGCAO DE IL-6 POR CELULAS RAW 264.7
TRATADAS COM OS ADUTOS DE MBH

Outra citocina pré-inflamatéria importante é a IL-6. Esta molécula é
produzida por diversos tipos celulares (em especial por mondcitos/macrofagos) em
resposta a estimulacao por LPS, IL-1B e TNF-a (VARELLA e FORTE, 2001). Além
disso a IL-6 € um dos mais precoces e importantes indutores da sintese e liberagcéo
de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos, estando ainda envolvida na inducao
de febre, entre outras (OLIVEIRA et al., 2011).

Devido a sua grande importancia no processo inflamatorio, a producéo de
IL-6 também foi avaliada nos sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7
estimuladas com LPS e tratadas com os adutos de MBH.

Os resultados apresentados na Figura 16 demonstram que todos o0s
compostos foram eficazes em reduzir os niveis de IL-6 em pelo menos uma das
concentracbes avaliadas (75uM). Merecem destaque ainda os compostos 2NO2,
4NOg, 4Cl, H e 4Br por terem sido eficazes em todas as concentragdes. Além disso,
levando-se em conta somente a menor concentragao (25uM), os compostos 2NO:2 e
4Br foram os que mais reduziram o0s niveis desta citocina sugerindo que estes

compostos sejam os mais eficientes no controle do processo inflamatorio.
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Figura 16: Avaliacdo da producédo de IL-6 por células RAW 264.7 tratadas com adutos de MBH.
Células RAW 264.7 (1x10° células/pogo) foram estimuladas com LPS (lug/mL) e, apds 1 hora de
estimulo, tratadas com os adutos de MBH (75, 50 e 25uM). Apds 48 horas de incubacéo, a producao
de IL-6 foi determinada no sobrenadante das culturas pelo método de Elisa. CTe controle estimulado
e ndo tratado; CTn controle ndo estimulado e néo tratado. (*) P<0,05 em relagdo ao grupo CTe
(Fonte: do autor).

5.1.1.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CCL2 POR CELULAS RAW 264.7
TRATADAS COM OS ADUTOS DE MBH

A CCL2 é uma quimiocina que estd envolvida em diversas funcbes
relacionadas ao processo inflamatorio. Dentre elas € importante ressaltar a
regulacdo do recrutamento de mondcitos/macréfagos para os sitios de inflamacéo,
promocao da producdo de EROs e inducdo da expressao de genes pro-inflamatérios
em monacitos (CHARO e TAUBMAN, 2004).

Assim, uma vez que os compostos MBH tem apresentado caracteristicas
anti-inflamatérias, avaliamos sua influéncia também na produc¢éo desta quimiocina.

Condizente com o ocorrido em relagdo as citocinas, os adutos MBH
também foram efetivos em reduzir a producdo de CCL2 em pelo menos uma das
concentracbes avaliadas, com excecdo dos adutos H e 2F, que nédo afetaram
significativamente a producdo desta quimiocina e 2Cl, que apresentou um aumento
significativo na producdo deste mediador. (Figura 17). Mais uma vez 0 composto
4Br se destacou visto que foi efetivo em reduzir a producdo desta quimiocina nas

trés concentracdes avaliadas.
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Figura 17: Avaliacdo da producdo de CCL2 por células RAW 264.7 tratadas com adutos de
MBH. Células RAW 264.7 (1x10° células/pocgo) foram estimuladas com LPS (1ug/mL) e, apés 1 hora
de estimulo, tratadas com os adutos de MBH (75, 50 e 25uM). Apés 48 horas de incubacgédo, a
producdo de CCL2 foi determinada no sobrenadante das culturas pelo método de Elisa. CTe controle
estimulado e néo tratado; CTn controle ndo estimulado e néo tratado. (*) P<0,05 em relagdo ao grupo
CTe (Fonte: do autor).

5.1.1.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS MOLECULAS CD80, CD86 E CD40,
EM CELULAS RAW 264.7

As moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, expressas principalmente
na superficie das células apresentadoras de antigeno profissionais (APCs), tais
como os macrofagos, possuem participacdo fundamental na ativacdo da resposta
imune e na manutencdo da tolerancia imunoldgica, motivo pelo qual sé&o
consideradas alvos terapéuticos promissores (MIGLIORI, 2010). Essas moléculas
promovem o segundo sinal necessario a ativacao e proliferacdo dos linfécitos T por
meio da ligacao ao receptor CD28, ou inibem a resposta por essas células por meio
da ligacdo ao receptor CTLA-4, ambos expressos na superficie dos linfocitos
(MIGLIORI, 2010). J4& a ativacdo da molécula CD40 presente na superficie das
APCs pode resultar na producao de citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-1p, IL-
6, IL-12, IFN-y e TNF-a, assim como de quimiocinas e NO. Além disso, a ativacao do
CD40 potencializa a apresentagdo de antigenos por aumentar a expressao de CD80
e CD86 (OXER, 2008). Dessa forma, tanto CD40 quanto CD80 e CD86 estéo
intimamente envolvidos nas respostas inflamatorias e na ligacdo da imunidade inata

e imunidade adquirida.
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Visto que os compostos derivados da reacdo de MBH mostraram-se
promissores na modulacdo da atividade inflamatoéria, sua acdo sobre os co-
estimuladores também foi determinada.

Os resultados apresentados nos graficos da Figura 18 demonstram que o
composto 4NOz2 foi efetivo em inibir a expressao de todos os marcadores avaliados.
Também merecem destaque os compostos 2NO2, 3NO2 e 4Br por terem sido
efetivos tanto em reduzir os niveis de CD80 quanto de CD40. Em relacdo a molécula
CD86, somente os compostos 2NO2 e 4NO: foram capazes de influenciar a
expressdo deste marcador, sendo que o0 primeiro, ao contrario do esperado,
demonstrou aumento significativo na expressao de CD86. Estes resultados sugerem
gue alguns dos adutos de MBH podem ser capazes de influenciar tanto a imunidade
inata quanto a imunidade adquirida.
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Figura 18: Avaliacdo da interferéncia na expressao das moléculas co-estimuladoras CD80,
CD86 e CD40 pelos adutos de MBH sobre células RAW 264.7. Células RAW 264.7 (5x10%/poco)
foram estimuladas com LPS (1ug/mL) e IFN-y (20 U/mL) e, apés 1 hora de estimulo, tratadas com os
adutos de MBH na maior concentracdo ndo citotoxica utilizada (50uM para 0 2NOz e 75 uM para 0s
demais). A expressao de CD80, CD86 e CD40 foi determinada por citometria de fluxo apés 24h. CTe
controle estimulado e n&o tratado; CTn controle ndo estimulado e nédo tratado. (*) P<0,05 em relacéo

ao grupo CTe (Fonte: do autor).
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5.1.2 RESULTADOS IN VIVO

5.1.2.1 AVALIACAO DO EFEITO DO ADUTO 4BR EM MODELO DE EDEMA DE
ORELHA MURINO INDUZIDO POR OLEO DE CROTON (TPA)

Visto que o aduto 4Br foi bastante efetivo na reducdo das citocinas pro-
inflamatorias, em especial para a citocina IL-18, este composto foi selecionado para
0os testes in vivo em modelo de edema de orelha. Para isso, um processo
inflamatério foi induzido na orelha de camundongos Balb/c utilizando 6leo de créton.
Em seguida, esta orelha foi tratada topicamente com as concentra¢cfes dos adutos
de 0,1 e 0,5 mg/orelha, conforme previamente reportado (PINTO et al.,, 2015). A
intensidade do edema foi determinada apds 4 horas através da diferenca de peso
entre a orelha controle e a orelha inflamada.

Os resultados demonstraram que, em animais nao tratados, o 6leo de
croton induziu a formacdo de um edema consideravel, evidenciado pela grande
diferenca de peso entre as orelhas (cerca de 9 mg). Além disso, conforme esperado,
o tratamento com Dexametasona reduziu em mais de 90% a diferenca de peso entre
as orelhas. De forma contraditéria, na concentracdo de 0,1 mg/orelha, o composto
4Br néo foi capaz de reduzir de forma significativa a intensidade do edema, que
permaneceu semelhante ao grupo néo tratado. Apesar disso, uma reducdo de
aproximadamente 47% foi observada quando o tratamento foi realizado com a

concentragéo de 0,5mg/orelha (Figura 19).
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Figura 19: Edema de orelha induzido por éleo de créton. O resultado esta representado pelas
meédias das diferencas dos pesos das orelhas com inflamacé&o induzida em comparacéo as orelhas
ndo inflamadas dos animais tratados com o farmaco anti-inflamatério dexametasona (Dexa) e
diferentes doses do aduto de MBH 4Br. CTi: controle inflamado e n&o tratado; Dexa: dexametasona.
(*) P<0,05 (Fonte: do autor)

Em conformidade com a reducdo do edema, a andlise histolégica do
tecido auricular revelou um intenso infiltrado inflamatério em animais néo tratados.
Este infiltrado foi visivelmente reduzido apds a realizacdo do tratamento com
Dexametasona. Uma reduc¢éo do infiltrado também foi observada no tecido oriundo
de animais tratados com o composto 4Br (0,5 mg/orelha) confirmando os resultados

descritos acima (Figura 20).
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Figura 20: Analise histologica do efeito do aduto de MBH 4Br sobre o edema e infiltrado
leucocitario no modelo de edema de orelha induzido por TPA. Fotos representativas de cortes
transversais de orelhas de camundongos coradas com hematoxilina-eosina (aumento de 100x e
400x, escala de 100 ym e 20 ym, respectivamente) coletadas 4 horas apds a aplicagdo do TPA. (A) e
(B) controle inflamado e néo tratado, (C) e (D) controle inflamado e tratado com Dexametasona
(0,1g/orelha), (E) e (F) animal tratado com o aduto de MBH 4Br (0,5 mg/orelha). As setas pretas
indicam a presencga de células inflamatérias no tecido (Fonte: do autor).

Apés avaliado o edema, a orelha dos camundongos foi utilizada também
para dosagem das citocinas IL-6 e IL-1B e da quimiocina CCL2, devido a importante
participacdo destes mediadores nos processos inflamatérios, conforme ja

comentado anteriormente. De acordo com a Figura 21, o tratamento com o
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composto 4Br (0,5mg/orelha) ndo foi capaz de reduzir nenhum destes mediadores

guando comparado ao controle nédo tratado.
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Figura 21: Avaliagdo da producdo de IL-6, IL-1B e CCL2 no sobrenadante das orelhas
maceradas e tratadas com o aduto de MBH 4Br. As orelhas foram maceradas utilizando solu¢éo de
extracdo de citocinas e centrifugadas para a obten¢&do do sobrenadante. A concentracdo de citocinas
e da quimiocina foi determinada através do método de Elisa e comparada com o controle inflamado e
nao tratado (CTi). Dexa: Dexametasona. (*) P<0,05 (Fonte: do autor)

Outro mediador inflamatério avaliado no tecido auricular inflamado foi a
enzima Mieloperoxidase (MPO). Esta enzima, produzida principalmente por
macrofagos e neutroéfilos, corresponde, indiretamente, a intensidade da migracao de
neutroéfilos para o sitio inflamatério (PAIVA, 2013).

Os resultados demonstraram que o tratamento com o aduto 4Br foi efetivo
em reduzir a produgdo da enzima MPO. Esta redugdo se mostrou bastante

proeminente, sendo semelhante a droga de referencia (dexametasona) (Figura 22).
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Figura 22: Quantificacdo de MPO presente na orelha dos camundongos em resposta ao
tratamento com TPA. O ensaio foi realizado com o pellet do tecido macerado e a atividade
enzimatica da MPO foi quantificada por espectrofotometria molecular de absorgéo na regido do visivel
(590 nm) e comparada com o controle inflamado e néo tratado (CTi). Dexa: dexametasona. (*) P<0,05
(Fonte: do autor)

5.2 CANCER

5.2.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE DE CELULAS 4T1 (CARCINOMA MAMARIO
MURINO) E B16 (MELANOMA) QUANDO TRATADAS COM OS ADUTOS DE
MBH

O cancer de mama é a neoplasia solida mais frequente em todo o mundo
e a neoplasia maligna mais diagnosticada em mulheres desde os anos 90,
acometendo as mais diversas faixas etarias (ZHU et al., 2011). Ja o cancer de pele
configura-se como o0 mais frequente em todas as populacbes e se apresenta
basicamente sob duas formas: o melanoma e o ndo melanoma. Apesar de o
melanoma apresentar incidéncia baixa, sua letalidade é elevada (3 mil casos novos
em homens e 2.670 casos novos em mulheres sdo esperados para 2016), sendo o
mais agressivo tipo de cancer de pele (INCA, 2016).

Neste contexto, o presente estudo também avaliou a atividade dos adutos

de MBH em células de carcinoma mamario murino 4T1 e melanoma B16.
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Como observado na Figura 23, os compostos 2NOz2, 4NOz, 2Cl, 3Cl e 4Br
foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade de ambas as células
tumorais testadas, quando utilizados em suas maiores concentracdes (75uM).

Na concentracdo de 50uM, os compostos 2NO:2 e 3Cl foram téxicos para
células 4T1 enquanto os compostos 2NO2, 4NO2, 2Cl, 3Cl e 4Br apresentaram
toxicidade para as células B16. Somente o composto 2NO: foi capaz de matar
células tumorais na concentracdo de 25uM enquanto o composto 4F néo foi efetivo
em nenhuma concentracao.

Estes resultados demonstram que, além da atividade anti-inflamatoria, os

adutos de MBH avaliados neste estudo também possuem potencial antitumoral.
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Figura 23: Avaliacéo da citotoxicidade dos adutos de MBH sobre células 4T1 e B16. Células 4T1
e B16 (1x10* células/poco) foram incubadas com diferentes concentra¢des dos adutos de MBH (100,
50, 25uM) durante 48 horas. Apés este tempo, o0 percentual de sobrevivéncia foi determinado através
do método colorimétrico do MTT, considerando-se a Equacao 1 para obter a viabilidade celular (%). O
DMSO 0,3% (ndo demonstrado) ndo apresentou diferenca estatistica. (*) p<0,05.
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5.3 ENSAIO ANTIOXIDANTE

O stress oxidativo e a inflamacdo sdo dois dos fatores mais criticos
implicados na carcinogénese e em outras doencas degenerativas (HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2009.). Além disso, diversos estudos tém evidenciado uma relagcéo
entre o aumento da atividade antioxidante e o potencial anti-inflamatorio (FILIPPIN et
al., 2008). Sendo assim, uma vez verificada a atividade anti-inflamatoria e
antitumoral dos adutos MBH, o proximo objetivo foi determinar se estas atividades
estdo relacionadas ao aumento do potencial antioxidante.

Conforme demonstrado na Tabela 2, nenhum dos adutos testados possui
atividade antioxidante significativa, quando comparados ao padrao de rutina que,
nas concentracbes de 60 a 600uM apresenta percentual de atividade antioxidante
maior que 95% (SILVA et al., 2013). Estes resultados sugerem que as atividades
dos compostos MBH descritas previamente nédo se relacionam ao aumento do
potencial antioxidante destes compostos

Tabela 2: Atividade antioxidante dos adutos de MBH expressa em percentual de atividade
antioxidante (%), pelo método DPPH.

Compostos 2NO; 4ANO; 2Cl 3Cl 4Cl 2Br 4Br 4F

Concentragdes (uM)

800 6,55 5,64 572 4,36 5,07 5,37 4,86 3,25
400 13,25 0,92 2,30 0,59 1,59 0,75 0,53 -0,65
200 6,92 0,95 1,99 0,40 0,77 -0,18 -0,05 -0,20
100 4,37 0,82 2,40 1,22 1,06 0,35 -0,52 -0,55
50 3,67 1,08 1,86 0,67 1,30 0,22 0,22 -0,44
25 3,33 0,19 2,01 -0,05 -0,36 1,09 0,01 0,09
12,5 3,46 0,19 2,37 0,32 1,09 1,41 0,56 0,72
6,25 4,81 1,18 3,44 1,54 1,19 151 2,33 0,51

Fonte: do autor
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6 DISCUSSAO

A inflamacdo € um mecanismo de defesa ou resposta protetora do
organismo contra uma injuria tecidual causada por agentes fisicos, quimicos e/ou
provocadas por microrganismos (FLOWER e PERRETTI, 2005; NATHAN, 2002;
SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). No processo de inflamacao, células
competentes da resposta imunoldgica sdo ativadas e atuam no processo de
inativacao e/ou destruicdo dos microrganismos invasores, remogéo de substancias
irritantes e antigenos proteicos, além de iniciar a reparacédo tecidual. Quando o
agente causador € eliminado e o processo reparatdrio se completa, naturalmente os
sinais de inflamacéo desaparecem (FLOWER e PERRETTI, 2005). Apesar disso, se
a inflamacao persistir por um longo periodo de tempo (inflamacéo cronica), ela pode
se tornar patogénica, predispondo o hospedeiro a uma série de doencas (REUTER
et al., 2010).

O tratamento medicamentoso das reacdes inflamatérias € feito
primariamente através de AINEs e glicocorticoides (RIBEIRO et al.,, 2006;
SAWYNOK, 2003), sendo que os AINEs estdo entre os agentes anti-inflamatorios
mais utilizados no mundo (HILARIO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006). Conforme
previamente comentado, atualmente existem mais de 50 AINEs no mercado, mas
nenhum considerado ideal para controlar ou modificar os sinais e sintomas da
inflamacédo. Além disso, podem apresentar efeitos indesejaveis significativos, como
eventos gastrintestinais, insuficiéncia renal, eritema, urticaria e toxicidade hepatica,
particularmente nos idosos (GADDI et al., 2004; HILARIO et al., 2006; RIBEIRO et
al., 2006). Sendo assim, a busca por novos farmacos que apresentem maior eficacia
terapéutica e efeitos adversos reduzidos € extremamente necessaria.

Neste contexto, este estudo avaliou a atividade anti-inflamatéria de 10
novos adutos derivados da reacédo de Morita-Baylis-Hillman (MBH) in vitro em cultura
de linhagens de macréfagos e in vivo em modelo experimental de edema de orelha
induzido por 6leo de croton.

A reacdo de MBH tem despertado interesse, devido a sua fascinante
potencialidade sintética e por ser considerada uma importante metodologia para a
formacdo de ligacdo carbono-carbono. Essa metodologia conduz a formacédo de

derivados acrilicos altamente funcionalizados, a partir de reagentes simples, baratos
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e sob condicbes brandas. Ao mesmo tempo, esses compostos a-metileno-B-
hidroxicarbonilados s&o utilizados como intermediarios na sintese de outras
substancias com atividades biolégicas importantes (FERREIRA, 2010). No caso das
moléculas testadas no presente trabalho, optou-se por adicionar o anel aromatico,
pois ele é essencial para a sua atividade biologica devido a influéncia que esse
grupo possui na hidrofobicidade (lipossolubilidade) dos farmacos. Ja o acréscimo de
substituintes a essa estrutura (NO2z, Cl, Br e F) pode alterar a hidrofobicidade da
molécula, que por sua vez, afeta a forma como ela atravessa as membranas das
células (CABRAL, 2010) (Figura 10).

Além disso, os adutos de MBH possuem caracteristicas que 0s inserem
no contexto da “quimica verde” (LENARDAO et al., 2003).

Primeiramente, a toxicidade dos 10 adutos resultantes da reacdo de MBH
foi avaliada sobre diferentes linhagens de macréfagos. Na faixa de concentracéo
testada (25 a 75uM) somente o composto 2NO2 em sua maior concentracao
apresentou influéncia sobre a viabilidade celular, sugerindo que, em geral, os adutos
nao demonstram toxicidade elevada. Sendo assim, estes compostos foram
submetidos a andlise de atividade anti-inflamatdria através da dosagem da producéo
de diversos mediadores-chave da resposta inflamatoria, dentre eles o NO, as
citocinas TNF-a, IL-6 e IL-18 e a quimiocina CCL2, além da expressdo das
moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 e CD86.

O NO é o principal mediador citotoxico de células imunes efetoras
ativadas e constitui uma das mais importantes moléculas reguladoras do sistema
imune. No entanto, devido a sua capacidade de lesar células normais, o descontrole
na sua sintese estd implicado na patogénese de diversas doencas, tais como a
esclerose multipla (ROY e PAHAN, 2013), diabetes do tipo 1 (FETTERMAN et al.,
2016), doencas cardiovasculares (NATHAN, 1992), injaria neuronal, doencas
cerebrais degenerativas (como Parkinson e Alzheimer) (RADI et al., 2014), inducéo
de cancer (SCHMIDT & WALTER, 1994), entre outras.

Devido a isso, o controle farmacologico da producdo de NO pode ser
crucial no tratamento destas importantes enfermidades e, neste contexto, 0s
compostos avaliados parecem ser promissores, uma vez que todos foram capazes
de reduzir, consideravelmente, a producédo deste mediador. Este resultado esta de
acordo com estudos prévios que ja demonstraram a capacidade de adutos de MBH
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em inibir completamente a producdo de NO por células RAW 264.7 mesmo em
baixas concentragfes (2,5 uM) (MARTINS, 2015).

O uso de inibidores de NO tem mostrado um efeito benéfico em varias
patologias. Em modelo de artrite, a inibicdo de NO resulta em uma atenuacdo dos
sinais clinicos e histolégicos da doenca (MOILANEN e VAPPATALO, 1995). Na
glomerulonefrite, h4 uma diminuicdo da deposicdo de complexos imunes nos rins,
levando a uma consideravel melhora clinica (MOILANEN e VAPPATALO, 1995). No
diabetes dependente de insulina (tipo 1), estudos demonstraram que a destruicao de
células pancreaticas beta € mediada pelo NO e as primeiras tentativas de inibir a
INOS foram animadoras (KRONCKE, 1997). Além disso, a redugdo de iNOS e
consequentemente, de NO, foi promissora no tratamento do choque séptico
(SZABO, 1995) e na rejeicdo de transplante renal (ALBRECHT, 2000).

Uma das principais respostas do sistema imune inato a infec¢des e danos
teciduais é a secrecdo de citocinas, as quais sao extremamente importantes nas
respostas inflamatérias (ABBAS et al, 2015). Disturbios no equilibrio da producao e
liberacdo destas citocinas tém papel significativo no desencadeamento e
agravamento de diversas patologias (VARELLA e FORTE, 2001). Assim, no
presente estudo, foi avaliada a influéncia dos compostos na producéo das citocinas
inflamatorias IL-1[3, IL-6 e TNF-a, em decorréncia de suas conhecidas importancias
fisiopatolégicas (ZIDEK et al., 2009).

A citocina IL-1B apresenta importante funcdo no processo inflamatério
visto que promove o recrutamento de células inflamatdrias para o sitio da inflamacéo
através da inducdo de moléculas de adesdo em células endoteliais e através da
inducdo da producédo de outras citocinas. A IL-1B também induz a producéo de
enzimas como a fosfolipase A2, COX2 e iNOS, levando a liberagdo dos mediadores
inflamatoérios PGE2 e NO, os quais contribuem para a resposta sistémica. (GABAY
et al., 2010). Em termos patoldgicos, esta citocina esta envolvida em diversas
patologias, como as doencas auto-inflamatorias (onde mondécitos mutados liberam
mais IL-18 em comparagao com células normais [DINARELLO e VAN DER MEER,
2013; DINARELLO, 2011b]), a Artrite Reumatoide, a gota, o Diabetes do tipo 2, 0
Mieloma Mudltiplo, a Osteoartrite (DINARELLO, 2011a), a esclerose mdltipla, a
doenca de Alzheimer, dentre outras (BRADDOCK E QUINN, 2004).

No presente estudo, a analise desta citocina demonstrou que oS

compostos sdo extremamente potentes em reduzir a producdo de IL-1B (figura 15),
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inibindo completamente sua producdo em alguns casos. Neste sentido, apesar da
grande escassez de estudos que demonstrem atividade anti-inflamatoria de adutos
de MBH, estes resultados estdo de acordo com dados encontrados por MARTINS
(2015) que também demonstram reduc¢do de IL-1f por adutos de MBH.

A proeminente reducdo de IL-1B é bastante promissora, visto que o
bloqueio na producdo desta citocina ja se mostrou benéfico em doencas, tais como
diabetes tipo 2 (LARSEN, 2007), insuficiéncia cardiaca (VAN TASSELL et al., 2015;
ABBATE, 2010), gota (SO et al., 2007), artrite reumatoide (CUNNANE et al, 2001),
osteoartrite (CHEVALIER et al., 2009), entre outras.

Em relacdo a citocina IL-6, 0os compostos avaliados aqui também
demonstraram importante capacidade em reduzir sua producdo, confirmando mais
uma vez seu perfil anti-inflamatoério. Novamente, estes resultados estdo de acordo
com os estudos de MARTINS (2015) que também observou reducdo nos niveis de
IL-6 por compostos derivados desta reacao.

Considerando-se que niveis elevados de IL-6 estdo relacionados a
patogénese de diversos disturbios, tais como artrite reumatoide (HIRANO et al.,
1988), glomerulonefrite (HORII et al., 1989), sepse (HACK et al., 1989) e até no
cancer (STRASSMANN et al., 1992), a reducédo desta citocina induzida pelos adutos
sugere que estes compostos possuem potencial terapéutico no tratamento destas
enfermidades.

A citocina TNF-a também é crucial no desenvolvimento de patologias de
carater inflamatoério. De acordo com HASHIMOTO (2002); MUKHOPADHYAY et al.
(2006); e LIN et al. (2008), niveis elevados de TNF-a estdo associados ao
estabelecimento e desenvolvimento de varias doencas, tais como artrite reumatoide,
doenca de Crohn, psoriase, Eritema Nodoso Leproso e Mieloma Mudltiplo
(HASHIMOTO, 2002; MUKHOPADHYAY et al., 2006; LIN et al., 2008), sendo assim,
a influéncia dos adutos sobre a producao desta citocina também foi avaliada.

Diferente dos resultados encontrados por MARTINS (2015) no qual os
adutos de MBH néo apresentaram acéo sobre a citocina TNF-a, no presente estudo,
0s compostos 2NOz2, 4NO2, 3CL e 4Br, foram efetivos em reduzir a producéo desta
citocina em pelo menos uma concentragao testada. Este resultado sugere que estes
compostos possam apresentar maior efetividade na reducdo de reacles

inflamatorias e consequentemente em doencas relacionadas a inflamacéo.
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Ao se ligar ao seu receptor, o TNF-a causa a translocagao do NF-kB que
desempenha um papel crucial nas respostas inflamatorias através da regulacdo dos
genes que codificam citocinas pré-inflamatorias (como o proprio TNF-a, IL-1 e IL-6)
moléculas de adesdo, quimiocinas (como a CCL2), fatores de crescimento, entre
outras. O TNF-a é também um forte indutor da geracéo de NO induzido pela enzima
oxido nitrico sintase (iINOS) (BAUD e KARIN, 2001). Assim, a reducdo de TNF-a
encontrada no presente estudo poderia culminar com a redugdo de outros
mediadores e assim, reduzir o processo inflamatério como um todo. Apesar disso,
mais estudos sdo necessarios a fim de esclarecer se a reducédo de NO, IL-1 e IL-6
induzida pelos compostos € resultado de uma acédo direta sobre a via de producéo
(como, por exemplo, no NF-kB e iNOS) ou indireta devido a reducéo da producéo de
TNF-a.

E importante ressaltar que, além dos efeitos diretos, a reducéo tanto nos
niveis de TNF-a quanto nos niveis de IL-1B poderia também influenciar os niveis da
enzima COX2, uma vez que, conforme ja relatado, sua sintese é ausente ou baixa
em individuos saudaveis, mas € rapidamente aumentada pelas citocinas IL-1B e
TNF-a durante o processo inflamatorio (PANG e KNOX, 1997).

Outro mediador de destaque no processo inflamatério € a quimiocina
CCL2, também conhecida como MCP-1. Esta quimiocina € um potente
quimioatraente ou ativador de mondcitos para os locais da inflamagéo (ABBAS et al.,
2015) e estd envolvida na inducdo de varias doencas como a esclerose multipla
(TANUMA et al., 2006), doenca inflamatoria do intestino (SPOETTL et al., 2006),
asma alérgica (LIN et al., 2008), artrite reumatoide (RANTAPAA-DAHLQVIST et al.,
2007), aterosclerose (NAMIKI et al., 2002) e no cancer (CONTI e ROLLINS, 2004).

No presente trabalho, com excecédo dos compostos 2Cl, H e 2F, todos os
adutos foram capazes de reduzir significativamente a concentracdo desta
guimiocina, demonstrando mais uma vez sua efetividade no controle da inflamagéao
e, possivelmente, na patogénese das doencas mencionadas acima. Agentes que
blogueiam a atividade da MCP-1 podem limitar o excesso de trafico de mondcitos
para os sitios inflamatérios, reduzindo assim a inflamacdo e poupando o trafego
basal de fagdcitos, evitando assim a imunossupressao geral e o risco aumentado de
infecgcbes (DOWSON et al., 2003).

Alguns estudos ja demonstraram que a IL-1B e o TNF-a também séo

capazes de estimular a produgédo da quimiocina CCL2 em culturas de astrocitos de
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rato. Além disso, também ja foi mostrado que a via do NF-kB é importante para a
producdo de CCL2 estimulada por citocinas (THOMPSON e VAN ELDIK, 2009).
Sendo assim, é possivel sugerir que a reducao observada nos niveis de CCL2 pode
ser, em parte, atribuida a reducéo nos niveis de TNF-a e IL-1p também observados
quando as células foram tratadas com os adutos de MBH.

De forma interessante, o tratamento com os adutos de MBH também
demonstrou influéncia sobre a expressdo das moléculas co-estimuladoras CD80,
CD86 e CD40. Este resultado sugere uma acdo destes compostos também na
imunidade adquirida, visto que estas moléculas estdo intimamente relacionadas a
ativacdo de linfécitos, bem como a producédo de citocinas, motivo pelo qual séo
consideradas alvos terapéuticos promissores (MIGLIORI, 2010).

Classicamente, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) expressos na superficie da
APC interagem com o receptor CD28 que é constitutivamente expresso na superficie
das células T (DAMLE et al., 1992; GROSS et al., 1992). O efeito global da ligacao
de CD28 é aumentar o nivel de proliferacdo e producdo de citocinas, promover a
sobrevivéncia celular e aumentar a expressdao do ligante de CD40 (CD40L) e
moléculas de adesdo necessarias para o trafego celular (HARDING et al., 1992;
NORTON et al., 1992; SEDER et al., 1994).

A interacdo entre a molécula CD40 com seu ligante desencadeia
respostas especificas dependendo da célula que o expressa, sendo comum exibirem
a capacidade de ativar uma sinalizacdo pro-inflamatéria (VAN KOOTEN e
BANCHEREAU, 2000). Assim, em linfécitos B a ligacdo CD40/CD40L promove
diretamente a diferenciacao, proliferagdo e mudanga (“switching”) na classe de
imunoglobulina produzida (XU e SONG, 2004; BISHOP e HOSTAGER, 2001). Em
células apresentadoras de antigenos, induz a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y e TNF-a), expressdo de quimiocinas,
metaloproteinases de matriz extracelular, 6xido nitrico sintase, ciclooxigenase, além
de aumentar a expressdo dos co-estimuladores CD-80 e CD86 (SCHONBECK e
LIBBY, 2001).

Tanto as moléculas CD80/CD86 quanto o CD40 representam alvos
terapéuticos para a inibicdo da ativagcdo de linfocitos auto reativos e seu bloqueio ja
vem apresentando sucesso na reducao de doencgas autoimunes como a esclerose
multipla e diabetes tipo 1 (PODOJIL e MILLER, 2009). Assim, a reducdo de
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moléculas co-estimuladoras encontradas aqui sugere que estes compostos
poderiam ter algum efeito na terapia contra doencas autoimunes.

Em termos estruturais, € possivel verificar que a adicdo de grupamentos
cloreto, nitro, flior e bromo aos compostos parece aumentar sua atividade anti-
inflamatoria, uma vez que o composto H, na maioria dos ensaios realizados, foi o
menos eficaz. Além disso, analisando especificamente a acdo dos adutos sobre as
moléculas co-estimuladoras, foi possivel observar que a mudanca de posi¢cdo do
grupamento nitro na molécula parece estar relacionada aos seus efeitos, uma vez
gue o composto 4NO: foi 0 mais eficaz, seguido pelo 3NO: e, por fim, pelo 2NOx.

Uma vez que os adutos de MBH foram eficazes nos testes anti-
inflamatdrios in vitro, o composto 4Br foi selecionado para os testes in vivo visto que
ele foi bastante efetivo na reducdo de NO, IL-1, IL-6 e CCL-2, sendo ainda capaz de
reduzir a producédo de TNF-a.

O modelo utilizado para avaliar o potencial anti-inflamatorio in vivo foi o
edema de orelha induzido por 6leo de créton. Este agente flogistico apresenta acao
tépica e induz uma inflamacéo local. Isto é resultado da producdo de mediadores
pré-inflamatérios que promovem a vasodilatacdo, infiltracdo de células PMN e
extravasamento de plasma, conduzindo assim a instalacdo dos sinais classicos da
inflamacao (DE BERNARDIS et al., 1994; FURSTENBERGER et al., 1983).

O modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton consiste num
modelo util para a triagem da atividade anti-inflamatoéria de compostos que atuam na
fase aguda da inflamacao, bem como em processos inflamatoérios hiperproliferativos
(GABOR, 2000).

O acetato de tetradecainol-forbol (TPA) é um dos principais ésteres de
forbol presentes no 6leo de créton, que por sua vez € uma mistura de lipidios
extraidos da espécie Croton tiglium L. (Euphorbiaceae). Ele exerce seu efeito a partir
da ativacdo da PKC, bem como da ativagcdo sequencial da via da MAP quinase
(MAPK), PLA2, inducdo da expressdo da COX-2 e translocagéo/ativagdo da LOX,
que por sua vez culmina na sintese e liberacdo de diversos mediadores pro-
inflamatorios responsaveis pela formacdo de edema, migragcéo de leucocitos para a
derme e hiperproliferacéo celular. (MURAKAWA et al., 2006; DE BERNARDIS et al,
1994). Além disso, a ativacédo da via da MAPK promove a ativacéo de alguns fatores
de transcricdo, como o NF-kB, o qual tém um papel central na regulacéo de diversas

proteinas pro-inflamatérias, tais como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-



79

a), enzimas proé-inflamatoérias (COX-2, iINOS) e moléculas de adesdo (PASCUAL e
GLASS, 2006; GLASS e OGAWA, 2006; GARCIA-PINERES et al., 2001; SANCHEZ
e MORENO, 1999).

Condizente com a reducado da producdo dos mediadores inflamatérios in
vitro, o composto 4Br também foi efetivo em conter o edema induzido pelo 6leo de
croton, embora somente em sua maior concentracéo. Estes resultados ficaram ainda
mais consistentes com a visivel reducdo no infiltrado inflamatério no tecido
observado nas andlises histolégicas apds o tratamento com o 4Br, confirmando
assim o potencial anti-inflamatorio do composto. Apesar disso, de forma
contraditoria, o tratamento com 4Br néo foi capaz de alterar os niveis de IL-18, IL-6 e
CCL2 no tecido inflamado. Uma possivel justificativa para este fato € de que as
concentracOes testadas in vivo ndo foram suficientes a ponto de inibir a producao
destes mediadores. Assim, novos ensaios utilizando diferentes concentracdes dos
compostos serao realizados a fim de averiguar essa proposicao.

E importante comentar que, como o 6leo de créton € capaz de ativar
diversas vias relacionadas a inflamacao, a reducdo do edema induzida pelo 4Br
desassociada da reducdo das citocinas, sugere que o aduto seja capaz de atuar
também em outras vias do processo inflamatério que ndo foram contempladas aqui.
Novos estudos serdo conduzidos para elucidar esta hipétese.

O acumulo de neutréfilos € uma caracteristica importante de diversas
doencas inflamatérias cutaneas, sendo que a estimativa da quantidade dessas
células no tecido inflamado pode ser util como indicativo da severidade do processo
inflamatorio, ou ainda pode servir para verificar o efeito de novas ferramentas
capazes de alterar o processo inflamatoério ou alterar a migracdo dessas para a pele
(BRADLEY et al., 1982). Uma vez nos tecidos, os neutréfilos sofrem um processo de
degranulacdo com a liberacdo da enzima MPO, que faz parte de um eficiente e
importante sistema com agdo antimicrobiana presente nos granulos azurofilos dos
neutréfilos (WINTERBOURN et al., 1992; SEPE e CLARK, 1985).

A MPO também exerce efeitos diretos sobre as células endoteliais,
induzindo uma producéo intracelular de substancias oxidantes por estas células.
Esse efeito pode contribuir para o aumento do dano tecidual em focos inflamatorios.
Assim, a MPO vem sendo associada a diversas condicbes patoldgicas,

especialmente aquelas onde existe um processo inflamatério mediado por
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neutrofilos, como artrite reumatoide, asma e o cancer (ARATANI et al., 1999;
GUILPAIN et al., 2008).

Conforme mostrado na figura 22, o tratamento com o composto 4Br foi
bastante efetivo na inibicio da enzima MPO, de maneira semelhante a
dexametasona. Os dados encontrados na histologia também confirmam a reducéo
de MPO, uma vez que € possivel verificar uma menor infiltracdo leucocitaria nos
tecidos tratados com a dexametasona e também com o aduto de MBH 4Br.

Ja é bem estabelecido que o nivel de atividade da MPO é diretamente
proporcional a concentracdo de neutrofilos no tecido inflamado, sendo a medida da
atividade da enzima considerada um sensivel marcador quantitativo da quimiotaxia e
da infiltracdo de neutrofilos no processo inflamatério (GARRIDO et al., 2004). Neste
contexto, é possivel inferir que a menor producdo de MPO induzida pelo 4Br seja
resultado da menor migracdo de neutréfilos para o sitio inflamatorio, conforme foi
verificado nas analises histolégicas. Esta reducdo na migracdo de neutréfilos e
consequentemente na atividade de MPO pode resultar em um menor dano tecidual
causado por enzimas hidroliticas e também por algumas espécies oxidativas
(GARRIDO et al., 2004)

Em relacdo ao cancer, esta é uma doenca extremamente complexa e que
apresenta um grande impacto na populacdo mundial (INCA, 2016). Assim como
ocorre para as doencas inflamatérias, as formas de tratamento para o cancer
existentes atualmente séo insatisfatérias, apresentando diversos efeitos colaterais e
nao garantindo a cura (MILLER et al., 2016). Assim é iminente a necessidade de
novas abordagens terapéuticas que sejam mais efetivas e com o minimo impacto
negativo. Neste contexto, a acdo antitumoral dos compostos MBH também foi
determinada, utilizando duas linhagens tumorais, 4T1 e B16.

Os resultados demonstraram que, dentre os adutos de MBH testados,
com excecdo do 4F e do 4Cl, todos os compostos foram capazes de inibir a
sobrevivéncia de ambas as linhagens tumorais estudadas, de maneira significativa.
Além disso, conforme demonstrado na figura 23, somente o composto 2NO:2
diminuiu a viabilidade de células ndo tumorais, sugerindo que os adutos possuam
algum tipo de seletividade para células tumorais. Estes resultados estdo de acordo
com dados da literatura, demonstrados em uma revis&o feita por LIMA-JUNIOR e
VASCONCELLOS (2012), que descrevem a atividade antiproliferativa de adutos de
MBH contra oito linhagens celulares de cancer humano (UACC62, MCF7, NCIADR,
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786-0, NCI460, PC-03, OVCAR e HT29). Outros estudos serédo realizados para
determinar a forma de atuacao dos adutos sobre as células tumorais.

Por fim, uma vez que a atividade anti-inflamatéria e antitumoral tem sido
diretamente associada a acgdo antioxidante (SILVA e JASIULIONIS, 2014), esta
também foi verificada no presente estudo. No entanto, apesar de 0os compostos
apresentarem proeminente perfil anti-inflamatorio frente a diversos mediadores
importantes além de atuar inibindo a sobrevivéncia de células tumorais, eles néo
apresentaram atividade antioxidante significativa, conforme demonstrado na Tabela
2. Estes resultados sugerem que os mecanismos anti-inflamatérios e antitumorais

desencadeados pelos adutos séo independentes do potencial antioxidante.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta Dissertacdo de Mestrado permitem
concluir que os adutos de MBH testados apresentam baixa toxicidade e grande
potencial anti-inflamatoério, sendo capazes de reduzir os mais diversos mediadores
relacionados a inflamacao. Além disso, os compostos também apresentam bom
potencial antitumoral reduzindo a viabilidade celular de duas importantes linhagens
tumorais. Todas estas acdes séo independentes da atividade antioxidante.

Estes achados servem de base para a realizacdo de novos estudos
envolvendo estes compostos e sugerem uma possivel aplicabilidade destes adutos
em novas estratégias de combate a doencas inflamatdrias ou na terapia contra o

cancer.
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8 PERSPECTIVAS

e Determinar a influéncia dos adutos na producdo de outras citocinas
inflamatorias, como a IL-12 e anti-inflamatorias, como a IL-10;

e Avaliar a acdo dos adutos na proliferacéo de linfécitos;

e Verificar a acdo dos adutos de MBH sobre os marcadores necrose/apoptose

nas células tumorais testadas.
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