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RESUMO

A LQB 118 é uma pterocarpanoquinona, molécula hibrida sintética resultante da
unido de dois grupos de moléculas naturais bioativas, os pterocarpanos e as
naftoquinonas. Esta molécula possui varias atividades bioldgicas relatadas, incluindo
atividade anti-inflamatéria em modelo de inflamacao alérgica pulmonar. No entanto,
ainda ndo ha relatos na literatura sobre a atividade da LQB 118 em outros modelos
de inflamacdo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em macrofagos
peritoneais murinos, o papel da pterocarpanoquinona LQB 118 no processo
inflamatério. Inicialmente, camundongos Swiss receberam uma injecdo de
tioglicolato (4%) via intraperitoneal (i.p.). Quatro dias depois, os macrofagos
peritoneais foram obtidos e cultivados na concentracdo de 2 x 10° cels/pogo. As
células foram tratadas com a LQB 118 (5 uM, 1 uM, 0.5 pM e 0.1 uM) na presenca
ou auséncia do estimulo inflamatorio, zimosan (0,2 mg/mL), por 24 h. Em seguida,
os sobrenadantes foram recolhidos para a quantificagao das citocinas (TNF-a, IL-13
e IL-6) por ELISA. A viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT. Para
andlise do mecanismo de agdo da molécula, os macrofagos foram cultivados na
concentracdo de 1,5 x 10° cels/poco e tratadas como ja descrito. Apds 24 h, as
células foram utilizadas para andlise da expressdo de moléculas envolvidas na
inflamacao por citometria de fluxo. Para isso, os macréfagos foram incubados com
0s anticorpos anti-TLR2, anti-CD69 e anti-P-p38. Como esperado, 0 zimosan induziu
aumento da producdo das citocinas proé-inflamatérias avaliadas. Por sua vez, o
tratamento com a LQB 118 foi capaz de reduzir significativamente os niveis das
citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 no sobrenadante da cultura celular. Além disso, o
tratamento com a LQB 118 foi capaz de reduzir a expressdo da molécula CD69,
assim como o aumento da fosforilacdo da MAPK p38 induzida por zimosan.
Adicionalmente, a LQB 118 foi capaz de modular negativamente a expressao do
TLR2 na presenca do estimulo inflamatorio. Os resultados obtidos sao
independentes de morte celular, visto que nenhuma das concentracdes de LQB 118
utilizadas interferiu na viabilidade dos macrofagos. Dessa forma, este trabalho
demonstrou pela primeira vez o efeito anti-inflamatério da LQB 118 em macréfagos
peritoneais murinos.

Palavras-chave: Inflamacao. Citocinas. Zimosan.



ABSTRACT

LQB 118 is a pterocarpanoquinone, a synthetic hybrid molecule from the union of two
bioactive natural molecule groups, pterocarpans and naphthoquinones. LQB 118
biological activity has been reported, including anti-inflammatory properties in allergic
lung inflammation model. However, there are no LQB 118 anti-inflammatory
properties reports using other inflammation model. Thus, the aim of this study was to
evaluate the role of pterocarpanoquinone LQB 118 in murine peritoneal
macrophages in the inflammatory process. Briefly, female Swiss mice was elicited
with an intraperitoneal (i.p.) injection of thioglycollate (4%). After four days, peritoneal
macrophages were obtained and cultured at the concentration of 2 x 10° cells/well.
Cells were treated with LQB 118 (5 uM, 1 uM, 0.5 yM and 0.1 uM) in the presence or
absence of the inflammatory stimulus, zymosan (0.2 mg / mL) for 24 h. Then, the
supernatants were collected for quantification of the cytokines (TNF-a, IL-13 and IL-
6) by ELISA. Cell viability was determined by the MTT method. For action
mechanism analysis of the molecule, the macrophages were cultured at the
concentration of 1,5 x 10° cells / well and treated as described above. After 24 h, the
cells were used for analysis of the expression of molecules involved in inflammation
by flow cytometry. For this, the macrophages were incubated with anti-TLR2, anti-
CD69 and anti-P-p38 antibodies. As expected, zymosan increased inflammatory
cytokines evaluated production. On the other hand, LQB 118 treatment was able to
significantly reduce levels of the cytokines TNF-a, IL-13 and IL-6 in the cell culture
supernatant. Besides that, treatment with LQB 118 was able to reduce CD69
expression, as well as increased p38 MAPK phosphorylation induced by zimosan. In
addition, LQB 118 was able to negatively modulate TLR2 expression in the presence
of the inflammatory stimulus. The results obtained are independent of cell death,
since none of LQB 118 concentrations interfered with macrophages viability.
Therefore, this work demonstrated for the first time the anti-inflammatory effect of
LQB 118 on murine peritoneal macrophages.

Key words: Inflammation. Cytokines. Zymosan.
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1 INTRODUCAO
1.1 A pterocarpanoquinona LQB 118

As pterocarpanoquinonas sao moléculas hibridas sintéticas resultantes da
unido de dois grupos de moléculas bioativas: os pterocarpanos e as quinonas. A
LQB 118 tem a sua estrutura baseada no lapachol e no pterocarpano LQB 79,
conservando em sua estrutura a funcdo quinona presente no lapachol e os anéis B,
C e D presentes no LQB 79 (Figura 1) (NETTO et al.,, 2010). Os pterocarpanos
pertencem ao grupo dos isoflavonoides, sendo, portanto, considerados metabdlitos
secundarios, e sdo produzidos principalmente por plantas da familia Leguminosae
(DONNELLY; BOLAND, 1995). J4 as quinonas, estdo amplamente distribuidas na
natureza tendo importantes funcdes na respiracdo celular, na fotossintese e no
processo de coagulacdo (CONKLIN, 2005). Tanto os pterocarpanos como as
guinonas apresentam varias atividades bioldgicas relatadas, incluindo atividade anti-
inflamatéria em diferentes modelos (CHAE et al., 2016; KIM et al., 2011;
KOBAYASHI et al., 2011; LEE et al., 2015).

Figura 1. Estrutura quimica da LQB 118.

e

LAPACHOL

Fonte: Modificado de BACELAR, 2016.
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A pterocarpanoquinona LQB 118 teve sua estrutura quimica planejada sob a
coordenacdo do Professor Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costa no Laboratério de
Quimica Bio-organica do Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Desde entéo, varios estudos vém
sendo realizados com a molécula, demonstrando que a LQB 118 possui varias
atividades bioldgicas (BUARQUE et al., 2011; RICA et al., 2016).

1.1.1 Efeitos biolégicos da LQB 118

Foi demonstrado que a LQB 118 apresenta efeito antineoplasico em
linhagens de células leucémicas humanas com diferentes caracteristicas (HL-60,
K562, K562-Lucena, Jurkat e Daudi) e de cancer de pulmdo de pequenas e nao-
pequenas células (GLC-4 e A549). Por outro lado, apresentou baixa toxicidade in
vitro para células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de doadores
normais, sugerindo que o composto € biosseletivo. Além disso, o estimulo com
lipopolissacarideo (LPS) nessas células induziu aumento nos niveis de TNF-a e por
sua vez, o tratamento com a LQB 118, em diferentes concentrac¢des, foi capaz de
reduzir os niveis dessa citocina (NETTO et al., 2010).

Nas linhagens tumorais K562 (sensivel a quimioterapicos) e K562-Lucena
(resistente a quimioterapicos), foi obervado que a LQB 118 induz apoptose, o0 que &
resultante do aumento da externalizacédo de fosfatidilserina e dos niveis da caspase-
3 (MAIA et al., 2011), uma caspase efetora comumente envolvida na execu¢ao da
apoptose em varios tipos celulares (ZORNING et al., 2001). Além disso, ambas as
linhagens superexpressam proteinas inibidoras da apoptose, tais como a survivina e
XIAP. Adicionalmente, os transportadores de efluxo de drogas P-glicoproteina (Pgp),
foram inibidos na presenca da LQB 118. Neste mesmo trabalho, também foi
observado que o composto foi capaz de induzir apoptose em amostras obtidas de
pacientes com leucemia mieloide crénica (MAIA et al., 2011).

Altos niveis de célcio (Ca®") dentro da célula também podem induzir o
processo apoptoético (DOLAI et al., 2011; SUN et al., 2011). Em K562 (linhagem de
leucemina mieloide crénica) e Jurkat (linhagem leucémica de células T) foi
observado um aumento na concentracdo intracelular desse ion na presenca da LQB
118 em todas as concentragdes utilizadas. Adicionalmente, também foi observada a

ativacdo da caspase-12 em ambas as linhagens, indicando estresse do reticulo
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endoplasmatico nessas células, o que pode induzir morte celular por apoptose
mediante ativacdo de varios mecanismos, como a fosforilacdo de MAPKs e a
ativacdo de caspases efetoras (caspase-7) (BREDESEN et al., 2004; LIEN et al.,
2008). Além disso, a ativagédo da caspase-12, por sua vez, pode levar a ativagdo da
caspase-9, o que também foi observado mediante tratamento com este composto
(BACELAR et al., 2013).

Em linhagem de células de cancer de prostata (PC3), o tratamento com a
LQB 118 reduziu a viabilidade celular de uma maneira dependente da concentracéo,
assim como inibiu o processo de proliferagdo destas células. Isto pode estar
relacionado a capacidade dessa molécula de induzir parada no ciclo celular na fase
S e G2/M. Adicionalmente, avaliando os niveis de expressdo dos mRNA para c-Myc
e as ciclinas D1 e B1, que sao importantes reguladores da progressao do ciclo
celular, pode-se observar que estes tiveram a expressao reduzida mediante o
tratamento com o composto. Além disso, 0s niveis de expressao tanto do mRNA
como da proteina P21 (reguladora da progressdo do ciclo da fase G1 para S)
estavam aumentados. Todos estes fatores culminam com a morte programada da
célula, o que de fato foi observado na presenca da LQB 118 (MARTINO et al., 2014).

A LQB 118 também foi capaz de modular a localizacdo e a expressao de
fatores de transcricdo como FoxO3a e FoxM1 em linhagens de leucemia mieloide
aguda (HL-60 e U937) (DE MORAES et al., 2014), os quais sdo importantes por
mediar efeitos citotoxicos e citostaticos de varias drogas quimioterapicas (WILSON
et al., 2011).

Em linhagens de tumores murinos (EAC e B16F10), a LQB 118 também
induziu apoptose, além de apresentar efeito sinérgico com a rapamicina, um
promotor de autofagia. In vivo, o tratamento de camundongos C57BL/6 com este
composto foi capaz de reduzir o crescimento do melanoma B16F10, assim como o
Erlich solido e melhorar efeitos colaterais como a perda de peso e a queda de pelos
nos animais (SALUSTIANO et al., 2016). Além disso, a administracdo de LQB 118
nao teve efeito toxico em células da medula 6ssea de animais saudaveis (DE
MORAES et al., 2014).

Outros estudos tém relatado os efeitos da LQB 118 na infeccdo por
Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis, onde este composto se mostrou
eficaz em diminuir a taxa de infeccdo de macréfagos in vitro por estes parasitas. In

vivo, em camundongos BALB/c e hamsters, quando administrada subcuténea, oral
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ou intraperitonealmente, a LQB 118 foi capaz de controlar as lesbes e reduzir
efetivamente a carga parasitaria, ndo alterando os niveis de marcadores soroldgicos
de toxicidade. Adicionalmente, este composto induziu a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nesses parasitas, levando ao estressse oxidativo, além
de induzir alteracdes morfolégicas tipicas da apoptose, como despolarizacdo da
membrana mitocondrial e fragmentacdo do DNA (COSTA et al., 2014; CUNHA-
JUNIOR et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013).

Avaliando a toxicidade e a eficacia terapéutica da LQB 118 em leishmaniose
visceral experimental, Cunha-Janior e colaboradores (2016) observaram que o
tratamento com a molécula inibiu o crescimento do parasita e diminuiu a carga
parasitaria, assim como inibiu a hepatoesplenomegalia nos animais. Além disso, nao
houve alteracdes relevantes nos parametros clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e
histologicos avaliados, demonstrando que o tratamento com a LQB 118 foi eficaz
neste modelo.

Salustiano e colaboradores (2016) avaliaram os efeitos citotoxicos da LQB
118 no sistema imune de camundongos, concluindo que o tratamento com este
composto ndo foi capaz de causar alterages significativas no peso ou celularidade
dos principais 6rgaos imunolégicos (medula 6ssea, timo, baco, linfonodos axiais e
axilares), independente da idade dos animais e do tempo de tratamento empregado.

Mais recentemente, foi reportado que esta molécula possui efeito anti-
inflamatério em modelo de inflamagdo pulmonar induzida por LPS, onde o
tratamento de camundongos com a LQB 118 em diferentes concentragdes reduziu o
infiltrado de neutrofilos, os niveis de mediadores pro-inflamatérios como a citocina
TNF-a e a quimiocina KC, assim como os niveis de ativacao do NF-kB (RICA et al.,
2016). No entanto, apesar deste relato, ainda nao foi investigada a acdo deste

composto em outros modelos de inflamagéao.

1.2 Inflamacgéo

O sistema imune é formado por uma rede complexa de células, 6rgéos e
moléculas, que agem em conjunto com a finalidade de manter/restabelecer a
homeostase do organismo (WILSON; TRUMPP, 2006). Este sistema possui varias

funcdes, sendo uma delas o reconhecimento e eliminacdo de agentes lesivos, por
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diferentes processos, como a inducéo da inflamacéo (SKELDON; SALEH, 2011). A
inflamacado, entre outras circunstancias, € um processo fisiolégico desencadeado
guando ha o reconhecimento de um agente agressor, seja este infeccioso ou nao
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; MEDZHITOV, 2008). Este evento pode ser
orquestrado por ambos os sistemas imunes, inato e adaptativo (SCOTT et al., 2004).

As células do sistema imune inato, a exemplo dos macréfagos e neutrofilos,
sédo capazes de reconhecer diferentes classes de moléculas, denominadas padrbes
moleculares associados aos patégenos (PAMPSs) e padrdes moleculares associados
a danos (DAMPS), através da interacdo com seus receptores de repertorio limitado.
Ja as células da imunidade adaptativa, como os linfécitos B e T, reconhecem uma
diversidade muito maior de moléculas devido aos seus receptores altamente
diversificados (WILSON; TRUMPP, 2006).

A resposta inflamatoria gerada pela presenca de microrganismos e tecidos
danificados ndo serve somente para eliminar os agentes lesivos, mas também é
responsavel por estimular os processos de reparo, diminuindo a ocorréncia de danos
teciduais (ALLER et al., 2007). Por isso, a inflamacéo pode ser reconhecida como
um processo benéfico ao organismo, onde sua desregulacdo e/ou exarcebacao
pode estar associada ao desenvolvimento e manutencéo de diversas doencas, tais
como artrite reumatoide (HOLMDAHL; MALMSTROM; BURKHARDT, 2014),
hipertensdo (MIRHAFEZ et al., 2014), diabetes (NAVARRO-GONZALEZ et al.,
2011), doenca de Alzheimer (TAKEDA; SATO; MORISHITA, 2014), obesidade
(KHAN et al. 2014), asma e até mesmo o cancer (FILEP, 2013; NATHAN; DIG,
2010).

Durante o processo inflamatorio, varios mediadores séo liberados e
desencadeiam, localmente, os sinais caracteristicos da inflamacé&o: rubor, calor,
edema e dor, podendo ou nédo haver a perda da funcdo (SEDGWICK; LEES, 1986;
SERHAN, 2010). O calor e rubor séo resultantes da vasodilatacdo; a dor resulta da
estimulacdo das terminacfes nervosas por mediadores; o edema, do acumulo de
leucécitos no sitio inflamado e do aumento do fluido intersticial e a perda da funcéo é
resultado da inibicdo do reflexo muscular e do rompimento da estrutura do tecido
(ALLER et al., 2007; SCOTT et al., 2004).

Didaticamente, o processo inflamatoério pode ser divido em dois estagios: a
fase aguda e a fase cronica. Esta diviséo relaciona-se a reparacao do dano causado

pelo agente agressor (RABELO, 2003). A inflamagéo aguda apresenta curta duracao
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e 0s principais eventos dessa fase sdo as alteracbes vasculares, como a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular; e os eventos celulares,
ocasionados pela migracdo dos leucdcitos (especialmente os polimorfonucleares)
para o sitio inflamado, o que recruta e ativa mais células através da liberagédo de
varios mediadores inflamatorios, como as quimiocinas e citocinas (POBER; SESSA,
2007; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Ja inflamacédo cronica, apresenta
duracdo mais longa e resulta de uma inflamacéo aguda persistente (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004). Nesta fase, o infiltrado leucocitario muda de composicao,
sendo agora uma mistura de células mononucleares, principalmente macréfagos e
linfécitos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Outras caracteristicas marcantes da
fase crbénica sdo a proliferacdo de vasos sanguineos (angiogénese), fibrose e
necrose tecidual (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004). No entanto, a divisdo do

processo inflamatério em fases é apenas didatica, visto que a progressdo da

inflamagao combina eventos presentes nas duas fases mencionadas.

1.2.1 Os macro6fagos e o sistemaimune

Os macroéfagos pertencem a familia dos fagdcitos mononucleares e tém sua
origem na medula Ossea. Estas células estdo presentes praticamente em todo o
corpo, participando de respostas imunes inatas e adaptativas, assim como da
manutencdo da homeostase nos tecidos (GORDON, 2003; POLLARD, 2009). No
sistema imunoldgico, os macréfagos possuem varias funcbes, tais como a
apresentacao de antigenos, fagocitose, agdo microbicida e producédo de mediadores
gue interferem na dindmica da resposta inflamatéria (ELOMAA et al., 1998; DE LA
TORRE et al., 2008). Todos esses eventos sdo possiveis devido a uma ampla gama
de receptores de superficie celular (a exemplo dos receptores semelhantes ao toll),
mediadores intracelulares (MAPKs, por exemplo) e moléculas secretoras, que
permitem reconhecimento, englobamento e destruicdo de patégenos invasores,
assim como a regulacdo de outros tipos de células imunolégicas (TAYLOR et al.,
2005).

Existem diferentes subpopulacdes de macrofagos, que diferem entre si
guanto aos seus fenétipos, localizacdo e nomenclatura. A depender do local em que
se encontram, os macrofagos recebem distintas denominacfes: no figado, sdo

denominados de células de Kupffer; no sistema nervoso central, eles compreendem
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a micréglia; no tecido 6sseo, formam os osteoclastos; nos pulmdes, recebem a
denominacdo de macréfagos alveolares e no tecido conjuntivo intersticial séo
chamados de histiécitos. Quanto ao fendtipo, todos estes macréfagos diferem entre
si e, principalmente, dos mondcitos circulantes (LAWRENCE; NATOLI, 2011). A
migracdo dessas células para os tecidos pode ser aumentada por estimulos
inflamatérios, como as quimiocinas e citocinas (TAYLOR et al., 2005; SHI; PAMER,
2011; KOPPENSTEINER et al., 2012).

Os macrofagos residentes dos tecidos, em situacdo de repouso, produzem
baixos niveis de mediadores inflamatérios. No entanto, quando expostos a sinais
ativadores como zimosan, interferon gama (IFN-y), lipopolissacarideos bacterianos
(LPS), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e outras citocinas, estas células tornam-
se ativadas (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

Quando ativados por estimulos inflamatérios, os macréfagos mudam suas
caracteristicas adquirindo um fendtipo pro-inflamatério, que pode ser observado
tanto in vitro como in vivo. Algumas dessas mudanc¢as sdo o aumento de tamanho,
da capacidade de aderéncia, da quantidade de granulos, da capacidade de fagocitar
e de produzir mediadores inflamatérios. Desta forma, as atividades microbicida e
tumoricida dessas células aumentam (MOSSER, 2003; PEREIRA et al., 1994).

Uma vez ativados, os macréfagos participam da resposta inflamatoria através
da liberacdo de quimiocinas, citocinas, Oxido nitrico e outros moléculas que
promovem o recrutamento de células do sangue para o sitio da infeccdo ou tecido
lesado (AMER; SWANSON, 2002). Dentre estas células, encontram-se
principalmente os neutrofilos (que sdo as primeiras células a migrar), mondcitos e
outros tipos celulares, que ajudam a combater o agente lesivo e restabelecer a
homeostase tecidual.

A ativacado insuficiente dos macréfagos pode levar ao desenvolvimento de
uma resposta imune incompleta, ndo ocorrendo a eliminacdo do agente lesivo. Ja
guando essa ativacdo € excessiva, pode ocasionar dano tecidual e doencas
inflamatdrias e autoimunes. Por isso, este processo necessita de regulacédo. Varias
vias de sinalizagdo intracelular (como as desencadeadas pela ativacdo dos
receptores semelhantes ao toll), moléculas de superficie celular (como CD69) e até
microRNAs sdo alvos para regular a ativacdo dessas células (ZHANG; WANG.,
2014).
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1.2.2 O papel das citocinas no processo inflamatério

Citocinas sé@o proteinas produzidas por varios tipos celulares, como os
neutrofilos e macréfagos, sendo capazes de modular a fungcdo da mesma célula que
a produziu (controle autécrino) ou de outros tipos de células (controle paracrino e/ou
sistémico) (CHAPLIN, 2010). Os efeitos mediados por muitas dessas moléculas
consistem em induzir mudancgas na expressao génica das células alvo, influenciando
a atividade, a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula. Essas
substancias também sdo capazes de regular a atividade e produgcdo de outras
citocinas, que podem aumentar (pro-inflamatorias) ou atenuar (anti-inflamatorias) a
resposta inflamatéria (CURFS; MEIS, 1997; SOMMER; WHITE, 2010).

As citocinas produzidas durante o processo inflamatério dependem da
natureza do agente causador. Assim, a presenca de patdgenos bacterianos ou de
substancias como zimosan e lipopolissacarideo (LPS) € detectada por receptores
celulares do sistema imune inato, como os receptores do tipo Toll (TLRs). Dessa
forma, a ativacdo desses receptores induz a producdo ndo sO de citocinas, mas
também de quimiocinas e outros mediadores inflamatérios (MEDZHITOV 2008;
TOGBE et al., 2006).

A producéo de citocinas é necessaria para regular o inicio, a manutencao e o
término das respostas inflamatorias. No entanto, altos niveis locais de citocinas pro-
inflamatorias podem causar efeitos sistémicos, como instabilidade hemodinamica ou
distirbios metabdlicos. Dentro desse contexto, as citocinas que se destacam sdo a
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a)
(LACY; STOW, 2011).

A IL-6 é produzida por varios tipos celulares, incluindo macréfagos, eosindfilos
e linfécitos B e T, sendo a IL-13 e o TNF-a os principais estimulos para sua sintese
(ROTHEWELL, 1991). Essa interleucina apresenta efeitos locais e sistémicos, como
a sintese hepatica de outros mediadores inflamatérios; acdo no hipotalamo
causando a febre, além de promover a maturacdo de macréfagos e ativacdo de
neutrofilos (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; SOMMER; WHITE, 2010). Diante da
importancia de suas funcdes, os niveis sistémicos da IL-6 estdo relacionados com a
gravidade de doengas, como diabetes, obesidade e varios tipos de cancer
(DMITRIEVA et al., 2016).
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A IL-1B é produzida principalmente por fagécitos mononucleares ativados,
neutréfilos e outras células ndo imunoldgicas, como os fibroblastos e células
endoteliais e estad entre os mais importantes marcadores de inducdo da resposta
inflamatoéria (FERRERO-MILIANI et al., 2006). Essa citocina induz a producdo de
oxido nitrico (ativando a enzima NO sintetase), de moléculas de adesédo
(favorecendo o recrutamento de células da circulacdo para o sitio inflamado), além
de aumentar a expressdo de genes, como 0 da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2)
(WITKAMP; MONSHOUWER, 2000). Adicionalmente, a IL-13 atua no hipotalamo
exercendo a funcao de pirégeno endégeno (ROTHEWELL, 1991).

O TNF-a ¢é produzido tanto por células mononucleares como por
polimorfonucleares, e apesar do seu curto tempo de meia-vida (cerca de 20 minutos)
exerce potentes efeitos inflamatorios, tais como: estimula a expressdo de moléculas
de adesdo no endotélio (EL ALWANI et al., 2006), aumenta a permeabilidade
vascular, induz a producdo de fatores de crescimento para fibroblastos e
angiogénese dentre outras acdes (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
Adicionalmente, o TNF-a também € capaz de ativar as vias das proteinas kinases
ativadas por mitogenos (MAPKs) JNK, p38 e ERK1/2, que séo responsaveis pela
ativacdo de fatores de transcricdo que regulam a transcricdo de genes de
mediadores inflamatérios (KAMINSKA, 2005). Além disso, essa citocina pode agir
sinergicamente com a IL-1f3 induzindo a producao e liberagdo em cascata de varias
outras citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-6, IL-18 e IL-12 (FEGHALI; WRIGHT,
1997; GOLDKIND, 2006; WITKAMP; MONSHOUWER, 2000).

1.2.3 CD69 e inflamacéao

O CD69 é uma proteina de membrana pertencente a superfamilia de lectina
animal do tipo C de receptores transmissores de sinal (LOPEZ-CABRERA et al.,
1993). Esta molécula é rapidamente expressa, in vitro, pela maioria dos leucdcitos
ativados (CEBRIAN et al., 1988; TESTI et al., 1989). J& in vivo, apenas timdcitos
selecionados positivamente, algumas células de memoria, células Treg e infiltrados
de leucécitos de vérias doencas inflamatorias crénicas e infecciosas sdo capazes de
expressa-la. Adicionalmente, leucécitos periféricos em repouso nao expressam
CD69 (IWASHIRO et al.,, 2001; MOHAMMADI et al., 2013; OKHRIMENKO et al.,
2014; SHINODA et al., 2012; WANG et al., 2006).
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Além do seu papel como marcador de ativacdo celular, varios estudos tém
evidenciado a importancia imunolégica da expressdo do CD69, dentre eles os que
utilizam modelos de camundongos deficientes para esta molécula (KO), que
demonstram que sua auséncia aumenta a suscetibilidade a doencas inflamatorias e
autoimunes, como a artrite induzida por colageno e a miocardite autoimune (CRUZ-
ADALIA et al., 2010; MARTIN et al., 2010; RADULOVIC et al., 2012; SANCHO et al.,
2003). Por outro lado, em modelo de asma induzida por ovalbumina, o bloqueio
desses receptores por anticorpos especificos € capaz de inibir a inflamacé&o das vias
aéreas (WANG et al., 2015). Adicionalmente, o CD69 também esta envolvido na
regulacdo da resposta imune em sitios de mucosa (RADULOVIC; NIESS, 2015).

Recentemente, a proteina Galectina-1 (Gal-1), expressa em células
dendriticas e macroéfagos, foi identificada como ligante especifico do CD69 (DE LA
FUENTE et al.,, 2014). A Gal-1 é uma proteina de ligagdo a carboidratos, e sua
deficiéncia sistémica exacerba respostas inflamatdrias (TOSCANO et al., 2007),
semelhante ao que é observado em camundongos deficientes para o CD69
(MARTIN et al., 2010). Vias de sinalizacao iniciadas pelo receptor CD69 podem
ativar, dentre muitas outras, a via da ERK, uma MAPK que esta envolvida com a
expressao de genes de varias citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e outros
mediadores inflamatérios (ZINGONI et al., 2000). Além disso, a ativacdo de células
imunoldgicas parece ser um pré-requisito para a expressdo do CD69, pois inicia vias
de sinalizacéo, a exemplo das vias dependentes da p38, que regulam positivamente
fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1, promovendo a transcricdo do gene do
CD69 e, consequentemente, aumentando sua expressdo na superficie da célula
(CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID, 2017; LI et al., 2011).

1.2.4 Os receptores semelhantes ao Toll e suas vias de sinalizag&o

Os receptores semelhantes ao Toll (TLRs) constituem uma familia de
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), que reconhecem padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs). Os PAMPs sao estruturas celulares
microbianas que sofreram poucas alteracdes no curso da evolugdo, e quando
reconhecidas, induzem uma resposta imunoldgica. Sdo exemplos de PAMPs, os
lipopolissacarideos bacterianos e os componentes da parede celular de fungos,
como o zimosan (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; AKIRA et al., 2006).
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Os TLRs sao expressos em varios tipos celulares, incluindo macrofagos,
monocitos, células B e T, células NK, células dendriticas, fibroblastos e células
epiteliais. A expressao desses receptores é continua, mas pode ser modulada em
resposta a patdégenos, a varias citocinas e ao stress ambiental (XU et al., 2005;
KAWAI; AKIRA, 2006). Os TLRs podem estar presentes na membrana extracelular
ou em compartimentos intracelulares, como endossomos. Neste primeiro grupo,
estdo inclusos os receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6, que séo
responséaveis pelo reconhecimento de boa parte dos patdgenos, por reconhecerem
componentes presentes nas membranas de microrganismos. J& 0os TLRs expressos
intracelularmente (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9) reconhecem somente &cidos
nucléicos de origem microbiana (KAWAI; AKIRA, 2010).

O TLR2 é formado por um dominio extracelular rico em leucinas, que possuli
afinidade por moléculas de patdgenos; um dominio transmembranar e um dominio
intracelular de homologia ao receptor de interleucina 1 (TIR), que interage com as
proteinas adaptadoras para estimular uma sinalizacéo intracelular (KONDO; KAWAI;
AKIRA, 2012). Este receptor € capaz de reconhecer amplo espectro de PAMPs
derivados de fungos, bactérias e virus, dentre eles o zimosan (KAWAI; AKIRA,
2010). Esta grande capacidade de reconhecimento pode estar associada ao fato de
gue o TLR2 pode formar heterodimeros com TLR1 ou TLR6 (TAKEUCHI, 2002).

De forma geral, todos os TLRs (exceto TLR3) utilizam vias de sinalizacdo
dependentes do fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88). Esta proteina
adaptadora é recrutada pelos TLRs e em associagdo com outras proteinas, como a
cinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAK) e o fator associado ao receptor do
fator de necrose tumoral (TRAF), recruta e ativa varias cinases intracelulares,
incluindo a cinase | Kappa B (IKK) e/ou as proteinas cinases ativadas por mitégenos
(MAPKSs), como a cinase regulada por sinais extracelulares (ERK), a cinase do N-
terminal c-Jun (JNK) e a p38. Estas proteinas, fosforilam seus alvos e induzem a
ativacao de fatores de transcricdo, tais como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a
proteina ativadora-1 (AP-1), que se translocam para o nucleo, onde induzem a
transcricdo de genes de vérios mediadores inflamatérios, incluindo citocinas,
guimiocinas e moléculas de ativacdo (AKIRA; TAKEDA., 2004; CHI et al., 2006)
(Figura 2). Dentro desse contexto, modular a ativacdo das MAPKs é um alvo para a

regulacdo de respostas inflamatorias.
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Mediante o0 exposto, esse trabalho visa elucidar os efeitos da

pterocarpanoquinona LQB 118 no processo inflamatério agudo in vitro.

Figura 2. Principais vias de sinalizagdo do TLR2
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Fonte: Autor, 2018. A interacdo do ligante com o TLR, promove o recrutamento da proteina
adaptadora MyD88. Esta inicia uma cascata de sinalizacdo intracelular que ativa a IKK e/ou as
MAPKSs, culminando com a ativagao de fatores de transcri¢cdo, a exemplo do NFkB e AP-1. Uma vez
ativos estes fatores migram para o nulcleo, se ligam a regifes especificas do DNA e induzem a
transcricdo de genes de mediadores inflamatérios. As setas tracejadas representam vias nao diretas.
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JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

A inflamacéo € uma resposta fisiolégica benéfica ao organismo e constitui um
mecanismo de defesa contra patdgenos e leséo tecidual (FILEP, 2013). No entanto,
uma resposta inflamatéria desregulada esta associada ao surgimento e manutencao
de diversas patologias, tais como artrite reumatoide, obesidade, asma, cancer,
hipertensédo, entre outras (NATHAN; DING, 2010). Sendo assim, mecanismos
capazes de controlar a resposta imunolégica podem auxiliar a descoberta de
ferramentas biotecnoldgicas. Nesse sentido, torna-se necessaria a bioprospeccédo de
novas moléculas que interfiram no processo inflamatério e que possuam menos
efeitos colaterais do que as terapias anti-inflamatérias disponiveis atualmente.

A LQB 118 é uma molécula hibrida sintética resultante da unidao de dois
grupos de moléculas bioativas: os pterocarpanos e as naftoquinonas (NETTO et al.,
2010). A pterocarpanoquinona resultante possui vérias atividades biologicas
relatadas na literatura, como atividade anti-leishmania (RIBEIRO et al., 2013;
COSTA et al., 2014), citotoxica para linhagens de células de cancer humano (MAIA
et al., 2010; BACELAR et al., 2013; MORAES et al., 2014), dentre outras. Além
disso, recentemente foi demonstrado o efeito anti-inflamatorio desta molécula em
modelo de inflamacao pulmonar (RICA et al., 2016). No entanto, pouco se sabe
sobre os efeitos da LQB 118 em outros modelos de inflamagé&o, assim como 0s seus
mecanismos de acdo. Dessa forma, esse trabalho buscou demonstrar o efeito da
LQB 118 na resposta inflamatoria em macréfagos ativados por zimosan e delinear

parte do seu mecanismo de agao in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério da LQB 118 em modelo experimental murino

in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito citotoxico da LQB 118 em cultura celular de macréfagos
peritoneais.

e Analisar o efeito da LQB 118 na producédo das citocinas inflamatorias TNF-q,
IL-1B e IL-6.

e Elucidar o efeito da LQB 118 nos niveis de expresséo do TLR2.

e Determinar o efeito da LQB 118 quanto a expressdo da molécula de ativacao
CD69.

e Investigar o efeito da LQB 118 nos niveis de fosforilagcdo da MAPK p38.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
albino fémeas com peso corporal entre 25 e 30 g e idade entre 6 e 8 semanas. Os
animais foram fornecidos pelo biotério Prof. Thomas George da Universidade
Federal da Paraiba e mantidos com livre acesso a agua e a uma dieta controlada a
base de racao do tipo pellets em uma sala com temperatura entre 21 + 1 °C, e ciclos
claro/escuro de 12 h. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPB) com o registro nimero 4658300418
(ANEXO A).

4.1.2 Obtencéo e preparo da LQB 118

A LQB 118 foi sintetizada no Laboratério de Quimica Bio-organica, do Instituto
de Pesquisas de Produtos Naturais da UFRJ segundo a metodologia descrita por
Netto et al., 2010 e sob a coordenacédo do professor titular da UFRJ, colaborador
desse trabalho, Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costa.

Na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a amostra foi solubilizada em
dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentracdo de 196 mM e armazenada no freezer
(-20 °C). A concentracdo maxima de DMSO utilizada nos experimentos foi 0,025 %.

Esta concentracdo ndo induz efeito toxico (DA SILVA, 2016).
3.2 Métodos
4.2.1 Tratamento com LQB 118
Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes

concentracdes de LQB 118: 5 uyM, 1 uM, 0.5 pM e 0.1 pM, contidas em um volume

final de 200 pL ou 2 mL. Para isso, foi preparada uma solu¢cdo mée na concentracéo
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de 50 mM em meio RPMI-1640 estéril, seguindo-se sucessivas diluicdes até chegar

as concentracdes utilizadas.
4.2.2 Cultura de macro6fagos

Para execucao dos experimentos foram utilizados macréfagos do peritbneo
de camundongos albinos da linhagem Swiss. No entanto, 0 nimero de macréfagos
obtido do peritbneo de um animal ndo-elicitado é insuficiente para alguns estudos.
Para aumentar esse numero, o tioglicolato pode ser injetado nessa cavidade,
induzindo o processo de migracdo dos mondcitos do sangue para o sitio peritoneal.
Esse processo de elicitacdo aumenta em até 10 vezes o rendimento de macrofagos
para o estudo (LEIJH et al, 1984). Por isso, os animais foram previamente
estimulados com uma injecdo intraperitoneal contendo 2 mL de tioglicolato (Sigma-
Aldrich) a 4%. No quarto dia apés a injecdo, os animais foram eutanasiados pelo
deslocamento cervical, suas cavidades peritoneais expostas e lavadas com 5 mL de
meio RPMI completo (Gibco) (estreptomicina: 10 mg/mL, penicilina: 6 mg/ml, e
canamicina: 2 mg/mL). A suspensdao celular obtida foi entdo centrifugada a 1500 rpm
durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 1
mL de meio RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco). Uma aliquota foi corada com o Azul de Tripan e a viabilidade celular foi
determinada com o auxilio de uma camara de Neubauer e microscopio optico.

As células peritoneais foram semeadas em placas de 6 ou 96 po¢os a uma
concentracéo de 1,5 x 10° ou 2 x 10° células/poco em um volume final de 2 mL ou
200 pL, respectivamente, e incubadas por 2 h em estufa de CO, (atmosfera de 5%
de CO; a 37 °C) para permitir a aderéncia celular. Em seguida, as células néo
aderentes foram aspiradas dos pocos e as células remanescentes foram tratadas
com diferentes concentragcdes da LQB 118 (5 uyM, 1 pyM, 0.5 pM e 0.1 uM) e
estimuladas ou ndo com o zimosan na concentracdo de 0,2 mg/mL. Apds 24 horas
em cultura, o sobrenadante foi recolhido para quantificacdo dos niveis de citocinas e
as células foram utilizadas para o ensaio de viabilidade celular ou foram soltas da

placa e utilizadas para as analises por citometria de fluxo (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo do protocolo experimental

Swiss fémeas

Tioalicolato s (e 2h
’/‘ \ ( .
A, / @ <
e % ®
J g e
AN\
S & '\\
ZIM
LQB + ZIM
MTT

CITOCINAS

24h

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2014. Camundongos Swiss fémeas foram previamente estimulados
com tioglicolato a 4%. Apés quatro dias, os macréfagos peritoneais foram cultivados em placa de 6 ou
96 pocos por um periodo de 2 h. Em seguida, realizou-se o estimulo com o zimosan e os tratamentos
nas diferentes concentracbes com a LQB 118. ApGds 24 h, o sobrenadante foi coletado para a
guantificacao das citocinas e as células foram utilizadas para realizacéo do ensaio de MTT ou foram
soltas da placa e marcadas com anticorpos especificos. LQB=LQB 118; ZIM=Zimosan.

4.2.3 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT (brometo de 3-
metil-[4-5dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) descrito por Mosmann (1983). Este
método se baseia na redugcdo do MTT, um sal amarelo e solivel em agua, a cristais
de formazan, de coloracéo arroxeada e insolivel em agua, mas soluvel em alguns
solventes organicos, pela acao das desidrogenases mitocondriais e celulares. Desta
forma, quanto maior a intensidade da coloracao roxa, maior sera a viabilidade.

Apés a coleta do sobrenadante para andalise das citocinas, a placa
remanescente recebeu meio RPMI completo suplementado com 10% de MTT a 5
mg/mL e foi incubada novamente por um periodo de no minimo 4 horas. Apés o
periodo de incubacdo o sobrenadante foi removido por aspiracdo e os cristais de
formazan formados foram dissolvidos utilizando um solvente orgéanico, o

dimetilsulféxido (DMSO). A viabilidade celular foi quantificada pela medida da
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densidade 6ptica no comprimento de onda de 570 nm, determinada por um leitor de

microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device).
4.2.4 Ensaio imunoenzimético para dosagem de citocinas

As citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6 presentes no lavado peritoneal foram
guantificadas por ELISA sanduiche de acordo com o protocolo especificado no Kit
do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA). De
forma resumida, placas de ELISA foram sensibilizadas com o anticorpo de captura
anti-TNF-a, anti-IL-1B e anti-IL-6 e incubadas por 18 h (overnight) a 4 °C. Apos este
periodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e
os sitios inespecificos bloqueados com a solucéo de bloqueio (PBS contendo 10%
de SFB) por 1 hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e adicionadas
tanto as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracbes das
citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 para a realizacdo da curva. As placas foram novamente
incubadas por 18 h (overnight) a 4 °C. Terminado o periodo de incubacao, as placas
foram lavadas e os anticorpos de deteccéo de cada citocina foram adicionados e em
seguida incubados por uma hora. Posteriormente, as placas foram novamente
lavadas e o complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionado. As
placas foram incubadas por mais 30 min a temperatura ambiente. Apos lavagens
adicionais, a reacao foi revelada pela adicdo da solucdo substrato contendo
tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de hidrogénio (H,O,) e apds 15 minutos a
reacdo foi interrompida com a solucdo de parada (acido sulfurico 1N) e a leitura

realizada em leitor de microplaca utilizando um comprimento de onda de 450 nm.
4.2.5 Analise da expressao de CD69 e TLR2

Apoés 24 h da cultura dos macrofagos sob diferentes tratamentos em placas
de 6 pocos, o sobrenadante foi descartado, adicionou-se 1,5 mL de PBS (salina
tamponada com fosfato) gelado/poco e as placas foram mantidas no gelo durante 40
min. Posteriormente, as células foram soltas com o auxilio de um raspador de
células e contadas com o auxilio da camara de Neubauer e corante azul de tripan e
entdo plaqueadas em placas de 96 pocos com fundo U a uma concentracdo de 5 x

10° células/poco. Apés isso, a placa foi centrifugada a 300 g durante 6 minutos. Em
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seguida, o sobrenadante foi desprezado, as células foram bloqueadas com anti-
CD16/32 e centrifugadas novamente. Posteriormente, o sobrenadante foi novamente
descartado e as células foram entédo incubadas com o anticorpo anti-CD69 ou anti-
TLR2 durante 30 minutos (no gelo). Apds a incubacdo, as células foram lavadas

mais uma vez e suspendidas em PBS para leitura em citdmetro de fluxo.

4.2.6 Analise da fosforilacdo da MAPK p38

Apds 24 h da cultura dos macréfagos sob diferentes tratamentos em placas
de 6 pocos, o sobrenadante foi descartado, adicionou-se 1,5 mL de PBS (salina
tamponada com fosfato) gelado/poco e as placas foram mantidas no gelo durante 40
min. Posteriormente, as células foram soltas com o auxilio de um raspador de
células e contadas com o auxilio da cAmara de Neubauer e corante azul de tripan e
entdo plaqueadas em placas de 96 pocos com fundo U a uma concentracdo de 5 x
10° células/poco. Apés isso, a placa foi centrifugada a 300 g durante 6 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 100 pL de Cytofix
(BD Cytofix™) a fim de fixar as células. Depois de 30 min em estufa de CO,, a placa
foi novamente lavada. ApoOs centrifugacdo e descarte do sobrenadante foram
adicionados 150 uyL de Perm Buffer (BD Phosflow™) em cada poco, para promover
a permeabilizacao celular, e a placa permaneceu durante 30 min no gelo. Decorrido
este tempo, a placa foi lavada e entéo foi feita a marcagdo com o anticorpo anti-P-
p38. Apbés mais 30 min no gelo, as células foram lavadas novamente e suspendidas

em PBS para leitura em citdmetro de fluxo.
4.2.7 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos utilizados para a marcagado de moléculas de superficie foram os
anti-CD69 (PE) e anti-TLR2 (PE). Para a marcacao intracelular utilizou-se o anti-P-
p38 (PE-Cy7). J& o CD16/32 foi utilizado para descartar ligacdes inespecificas.

Todos os anticorpos foram obtidos das companhias Santa Cruz, Ebioscience e BD.

4.2.8 Aquisicéo e anélise dos dados por citometria de fluxo
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A andlise por citometria de fluxo foi realizada pela quantificacdo da
fluorescéncia dos marcadores celulares. O citometro de fluxo utilizado foi o BD
FACSCanto Il, que é equipado com trés lasers, a saber: azul (488 nm, resfriado a ar,
20 mW no estado sdlido), vermelho (633 nm, 17 mW HeNe) e violeta (405 nm,
estado solido de 30 mW). Durante a aquisicdo dos dados foram coletados 10.000
eventos para avaliacdo dos macrofagos.

Sumariamente, a estratégia de analise consistiu na visualizagdo em um
gréfico tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC), onde foi feito um gate na regido
de interesse (Figura 4A). Em seguida, as células foram analisadas quanto a
intensidade de fluorescéncia e % de células marcadas, em um gréafico do tipo
histograma (Figura 4B).

Figura 4. Estratégia de andlise dos dados da citometria de fluxo

A B

1, K= v i e e 2
0- S i L 250 7]

| | . Macrophages -
800 ] A

200 ]

600 "7 150 ]

SSC-H
Count

100 ]

50 7]

Fonte: Autor, 2018. (A) Os macréfagos foram visualizados em um grafico de tamanho vs.
granulosidade (FSC vs. SSC) e foi feito um gate, excluindo-se a maioria dos debris celulares. (B) Em
seguida, foi feito um grafico histograma, onde pode ser observada a intensidade de fluorescéncia e a
% de células marcadas (neste caso, histograma representativo do controle negativo).

4.2.9 Anélise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + e.p.m. e

analisados estatisticamente empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one-

way, seguida de poOs-teste de Tukey. As diferencas entre as médias foram
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consideradas significantes quando os valores de p<0,05. Os dados foram analisados
utilizando o programa GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). Os dados de citometria de fluxo foram analisados utilizando o

software FlowJo versao 10.
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5 RESULTADOS
5.1 Estudo do efeito anti-inflamatdrio da LQB 118 in vitro
5.1.1 Citotoxicidade da LQB 118 em macréfagos peritoneais

Como pode ser observado no gréafico 1, os macréfagos peritoneais tratados
com a LQB 118 em diferentes concentracdes (5 uM, 1 uM, 0.5 uM e 0.1 uM), por
24h, na auséncia ou presenca de zimosan, ndo demonstraram alteracdo da

viabilidade celular quando em comparagéo ao grupo controle (meio de cultura).

Gréafico 1 — Efeito da LQB 118 na viabilidade de macréfagos peritoneais com ou

sem o estimulo do zimosan
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As células foram tratadas com a LQB 118 em diferentes concentra¢@es, na auséncia ou presenca de
zimosan por 24h. Apés o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 100 pL
de MTT. Apoés 4h, os cristais de formazan foram dissolvidos com DMSO. O gréfico representa a
densidade 6ptica de absorbancia do formazan de acordo com os diferentes grupos de tratamento e
representa 3 experimentos em duplicata. Foi feita a analise de varidncia (ANOVA) one-way, seguido
de pés-teste de Tukey. CTR=Controle; DMSO=Dimetilsulfoxido; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.
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5.1.2 Niveis das citocinas pro-inflamatérias no sobrenadante da cultura de

macroéfagos

Os macréfagos estimulados com zimosan apresentaram aumento
significativo dos niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-6 em
comparacao ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB 118 em diferentes
concentracbes (5 uM, 1 uM, 0.5 uM e 0.1 uM) nédo alterou os niveis de producédo
basal das citocinas.

O tratamento com a concentracéo de 5 uM da LQB 118 foi capaz de reduzir
0s niveis de TNF-a (26,2%), IL-1B (98,25%) e IL-6 (57,9%), ja a concentracdo de 1
UM so6 foi capaz de reduzir os niveis da IL-1f (70,8%) e do TNF-a (17,85%). As
demais concentracdes nao alteraram os niveis dessas citocinas em comparacdo ao

grupo zimosan, como mostrado no gréfico 2 (A, B, C).

Gréfico 2 — Efeito da LQB 118 sobre os niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-

a, IL-1B e IL-6 na cultura de macrofagos peritoneais
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As células foram tratadas com a LQB 118 em diferentes concentra¢des, na auséncia ou presenca de
zimosan por 24h. Apos esse periodo de incubacéo, o sobrenadante foi coletado e os niveis das
citocinas foram quantificados pelo ensaio imunoenzimatico ELISA. A: TNF-a. B: IL-1B. C: IL-6. Os
dados numéricos foram apresentados em média + e.p.m. de 3 experimentos em duplicata, e foi feita a
analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de pos-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em
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relacdo ao grupo controle. *(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo ZIM. CTR=Controle;

ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.3 Niveis de expressao do receptor TLR2 em macréfagos peritoneais

O tratamento apenas com a LQB 118 (5 uM) néo alterou a expressao basal

do receptor semelhante ao Toll

camundongos. Ja& em associacdo com o zimosan, a LQB 118 foi capaz de diminuir
em cerca de 33,7% a expressdo desse receptor, como pode ser visto no grafico 3

(A, B).

Grafico 3 — Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressdao de TLR2 em

macréfagos peritoneais
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentragdo de 5 pM, na auséncia ou presenca de
zimosan por 24h. A expressao do TLR2 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-
TLR2. A: Histograma representativo das células marcadas com anti-TLR2. B: ANOVA one-way
seguido pelo pés teste de Tukey de 3 experimentos com n=3. *(p<0,05) significativo em relacdo ao
grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.4 Niveis de expressao da molécula CD69 em macr6fagos peritoneais

Como mostrado no grafico 4 (A, B), o zimosan induziu aumento na expressao
de CD69 quando comparado ao grupo controle (meio de cultura). O tratamento
apenas com a LQB 118 na concentragdo de 5 pM nao alterou a expresséo basal
dessa molécula. Sob estimulo do zimosan, o tratamento com LQB 118 nessa

mesma concentracao foi capaz de reduzir a expressdo de CD69 (61%).

Gréfico 4 — Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressdao de CD69 em

macrofagos peritoneais
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentracdo de 5 pM, na auséncia ou presenga de
zimosan por 24h. A expressao de CD69 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-
CD69. A: Histograma representativo das células marcadas com anti-CD69. B: ANOVA one-way
seguido pelo pés teste de Tukey (n =3). #(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo controle.
*(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.5 Niveis de fosforilagdo da MAPK p38 em macréfagos peritoneais

O zimosan induziu um aumento de 4 vezes na fosforilagdo da P-p38 nos
macrofagos, quando em comparagao ao grupo controle. O tratamento apenas com a
LQB 118 manteve a fosforilacdo basal dessa MAPK. Ja em associagdo com o
zimosan, o tratamento com a molécula foi capaz de reduzir a fosforilacdo da P-p38

em 28%, aproximadamente, quando comparado ao grupo zimosan.

Gréfico 5 — Efeito da LQB 118 sobre os niveis de fosforilacdo da p38 em

macrofagos peritoneais
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentragcdo de 5 uM, na auséncia ou presenca de
zimosan por 24h. A expressdo de P-p38 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-
P-p38. A: Histograma representativo das células marcadas com anti-P-p38. B: ANOVA one-way
seguido pelo pés teste de Tukey (n =4). #(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo controle.
*(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.
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6 DISCUSSAO

A pterocarpanoquinona LQB 118 é uma molécula hibrida sintética, que foi
originalmente sintetizada com a finalidade de potencializar a atividade antineoplésica
ja relatada dos pterocarpanos e das naftoquinonas. No entanto, varios estudos tém
demonstrado o potencial da LQB 118 também como substancia anti-leishmania e
anti-inflamatéria (COSTA et al., 2014; CUNHA-JUNIOR et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2013; RICA et al., 2016).

No presente trabalho, avaliou-se pela primeira vez o efeito da
pterocarpanoquinona LQB 118 em macréfagos peritoneais murinos in vitro. Foi
demonstrado que a LQB 118 possui atividade anti-inflamatoria, pois foi capaz de
modular negativamente alguns parametros da inflamacéo, incluindo citocinas proé-
inflamatodrias, o receptor semelhante ao Toll do tipo 2, a molécula de ativacdo CD69
e a proteina cinase ativada por mitdgeno p38 (MAPK p38).

Em nossa metodologia, o lavado peritoneal € coletado quatro dias apoés
injecé@o de tioglicolato. No peritbneo, os macrofagos residentes se dividem em duas
subpopula¢des: macrofagos peritoneais grandes, que € predominante em condicdes
de homeostase e desaparecem rapidamente apés estimulos inflamatérios e os
macrofagos peritoneais pequenos, que predominam apoés estimulacdo (GHOSN et
al., 2009). Essa segunda subpopulacédo é derivada de mondcitos sanguineos, o0s
guais entram na cavidade peritoneal mediante estimulo e maturam no periténio entre
dois e quatro dias. Os macrofagos peritoneais grandes sdo responsaveis pela
manutencdo da fisiologia da cavidade peritoneal, jA os macrofagos peritoneais
pequenos participam no controle de infeccées (CASSADO; LIMA; BORTOLUCI,
2015).

Inicialmente, utilizou-se os macréfagos peritoneais para a analise da
citotoxicidade da LQB 118 pelo método do MTT. Nosso resultado demonstrou que
nenhuma das concentracdes avaliadas reduziu a viabilidade celular (Grafico 1).
Estes dados estdo de acordo com SALUSTIANO e colaboradores (2009) que
demonstraram que o tratamento com concentracfes de até 9 uM da LQB 118 nao
sao toxicas para células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ativadas com
0 mitdgeno fitohemaglutinina (PHA). Adicionalmente, em PBMC estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS) mediante tratamento com a concentracdo de 100 uM da

LQB 118, as células ainda apresentam mais de 70% de viabilidade (NETTO et al.,
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2010). De forma semelhante, em linhagem de macréfagos RAW 264.7 varios
pterocarpanos (a exemplo dos crotafuranos A e B e as gliceolinas) e naftoquinonas,
(a exemplo das diosquinona e [B-lapachona) também nao apresentaram efeito
citotéxico na faixa de concentracao utilizada neste trabalho (0,1 — 5 pM) (CHAE et
al.,, 2016; DONG et al., 2016; KIM; SUNG; KIM, 2011; KOBAYASHI et al., 2011,
PINHO et al., 2011; YOON et al., 2011).

Uma vez que as concentracdes ndo foram toxicas para as células em
estudo, continuaram-se 0s experimentos avaliando os efeitos da LQB 118 na
producédo de citocinas. Como estimulo inflamatério foi utilizado o zimosan, que € um
polissacarideo da parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae, composto
principalmente por B-glucana em combinacdo com quitina, manana e lipidios (SATO
et al., 2003). O reconhecimento do zimosan pelos macréfagos se da via receptores
semelhantes ao Toll do tipo 2 (TLR2), que quando ativados desencadeiam cascatas
de sinalizacdo intracelular promovendo a sintese de varios mediadores proé-
inflamatdrios, tais como as quimiocinas, prostaglandinas e citocinas (REID; GOW,
BROWN, 2009).

As citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 sdo consideradas pro-inflamatorias no
modelo utilizado nesse trabalho e possuem tanto acfes locais como sistémicas.
Dentre estas acfes estao a ativacao celular, o aumento da permeabilidade vascular,
da expressao de moléculas de adeséo (favorecendo o recrutamento de células da
circulagdo para o sitio inflamado) e de moléculas co-estimulatorias, a ativacdo de
enzimas, a inducdo da resposta de fase aguda e a acdo como pirdgenos endoégenos.
Além disso, as acdes de diferentes citocinas podem se somar, promovendo a
liberacédo de outras (MEDZHITOV, 2008).

Nossos resultados demonstraram que o estimulo com o zimosan aumentou
0s niveis das citocinas TNF-q, IL-1B3 e IL-6. O tratamento com a LQB 118, por sua
vez, foi capaz de reduzir os niveis dessas trés citocinas no sobrenadante da cultura
dos macrofagos peritoneais (Grafico 2 A, B, C). Ja foi demonstrado que em PBMC
estimuladas com LPS o tratamento com a LQB 118 diminui os niveis do TNF-a
(NETTO et al., 2010). In vivo, em modelo de inflamac¢édo pulmonar induzida por LPS,
a administracdo dessa molécula também é foi capaz de reduzir os niveis dessa
citocina. Além disso, o0s niveis da quimiocina KC, uma citocina quimioatraente para
neutrofilos, também séo reduzidos no fluido do lavado broncoalveolar de animais
tratados com a LQB 118 (RICA et al., 2016).
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Similarmente, em RAW 264.7 sob o estimulo do LPS, o tratamento com
outros pterocarpanos, como 0 maackia pterocarpano B e as gliceolinas I, Il e lll e
com a naftoquinona diosquinona, também foi capaz de reduzir os niveis de TNF-q,
IL-18 e IL-6. Adicionalmente, as gliceolinas promovem nao s6 a diminuicdo de
citocinas pré-inflamatérias, como o aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10
(CHAE et al., 2016; PINHO et al., 2011; YOON et al., 2011). Em linhagem de células
da microglia (BV2), também estimuladas com LPS, o tratamento com a -lapachona,
uma naftquinona natural, reduziu os niveis dessas citocinas pro-inflamatoérias (LEE
et al., 2015). Ademais, a administracdo sistémica da naftoquinona 6-metoxi-7-
hidréxi-a-dunniona diminui os niveis das citocinas TNF-q, IL-1 e IL-6 em modelo de
febre induzida por LPS (LOMBA et al., 2017).

ApOs a analise do efeito da LQB 118 sobre os niveis das citocinas
inflamatorias, avaliou-se a expressédo do receptor TLR2 em macrofagos, levando-se
em consideracdo o tratamento com o zimosan, o estimulo inflamatério utilizado no
presente trabalho. Demonstrou-se que o tratamento com a LQB 118, na presenca do
estimulo, reduziu a expressédo do TLR2 (Grafico 3 A, B). Para exercer seus efeitos
inflamatorios, € necessaria a interacdo do zimosan com 0 seu receptor, o TLR2.
Dentro desse contexto, é possivel que a redugdo da expressdo desse receptor seja
capaz de reduzir também a sinalizacao intracelular desencadeada, o que pode estar
relacionado ao efeito inibitorio da LQB 118 sobre os niveis de citocinas pro-
inflamatodrias demonstrados anteriormente.

A ativacdo dos macrofagos por estimulos inflamatérios, como o zimosan,
promove a expressao do gene do CD69 por vias dependentes das MAPKs, a
exemplo da p38, que regulam positivamente fatores de transcricdo como NF-kB e
AP-1, aumentando a expressdo dessa molécula na superficie da célula (CIBRIAN;
SANCHEZ-MADRID, 2017; LI et al., 2011). No presente trabalho, foram avaliados os
niveis de expressao da molécula de superficie CD69. Evidenciou-se que 0 zimosan
induziu um aumento na expressao dessa molécula, enquanto o tratamento com a
LQB 118 foi capaz de reduzir a expressdo do CD69 nos macrofagos estimulados
(Grafico 4 A, B). A reducao da expresséo de TLR2 induzida pela LQB 118 indica que
houve menor estimulagdo dos macrofagos pelo zimosan, por conseguinte, este
efeito pode estar relacionado a menor expressdo de CD69, uma molécula associada

a ativacao celular.
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A estimulacao de TLR2 induz uma cascata de sinalizacao intracelular que se
inicia com o0 recrutamento da proteina adaptadora MyD88, que agindo
conjuntamente com outras proteinas intracelulares, induzem a fosforilacdo e
consequente ativacdo de MAPKs, como a p38 (ADEREM; ULEVITCH, 2000;
TAKEDA,; AKIRA, 2005). A p38 promove a regulagéo de citocinas como o TNF-q, IL-
1B e IL-6, a expressdo de enzimas importantes para o desenvolvimento da
inflamacado, a exemplo da COX-2 e iNOS, bem como a expressdo de moléculas de
superficie como o CD69 (MAHTANI et al., 2001; TURPEINEN et al., 2010; LI et al.,
2011).

Neste trabalho, demonstrou-se que o estimulo do zimosan aumentou a
fosforilagdo da p38 em macréfagos peritoneais murinos. Por sua vez, o tratamento
com a LQB 118 reduziu os niveis de fosforilacdo dessa MAPK nos macréfagos
estimulados com zimosan (Gréfico 5 A, B). De forma semelhante, em linhagem de
células BV2 estimuladas com LPS o tratamento com a -lapachona levou a reducéo
na fosforilacdo das MAPKs p38, ERK1/2 e JNK1/2 (LEE et al., 2015). J4 em RAW
264.7 mediante o mesmo estimulo e tratadas com o pterocarpano maackia
pterocarpano B houve diminuicdo da fosforilagdo apenas das MAPKs ERK1/2 e
JNK1/2, mas nao houve efeito sobre a fosforilacéo da p38 (CHAE et al., 2016).

Este efeito da LQB 118 sobre a fosforilacdo de p38 pode estar relacionado
diretamente com a reducéo da expressdo TLR2 e consequente menor ativacao da
sinalizacdo intracelular desencadeada pelo zimosan. No entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade de a LQB 118 interferir diretamente na via da MAPK
avaliada.

Além disso, pode-se sugerir que a inibicdo da ativacdo dos macrofagos
observada neste trabalho, pode também estar associada com a menor atividade de
fatores de transcricdo, como o NF-kB, uma vez que o tratamento com a LQB 118
leva a uma diminuicdo na ativacdo do NF-kB em modelo de inflamag¢ao pulmonar
induzida por LPS (RICA et al., 2016). Similarmente, em RAW 264.7 estimuladas com
LPS, o tratamento com o0s pterocarpanos maackia pterocarpano B e gliceolinas
reduz a translocacdo do NF-kB para o ndcleo, além de inibir a degradacédo do IkBa
(CHAE et al., 2016; KIM; SUNG; KIM, 2011; YOON et al., 2011). Em linhagem de
células BV2 estimuladas com LPS, o tratamento com a 3-lapachona também reduz a

ativacao do NF-kB e adicionalmente do fator de transcricdo AP-1 (LI et al., 2011).
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Portanto, este trabalho demonstrou pela primeira vez o efeito da
pterocarpanoquinona LQB 118 em macrofagos peritoneais murinos estimulados com
zimosan, evidenciando a sua acdo em modelo de inflamacéao in vitro. Dessa forma,
este estudo contribui para o melhor entendimento das potencialidades da LQB 118
no processo inflamatoério, além de contribuir com a prospeccéo de novas moléculas,

uma area em constante expansao na biotecnologia.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a pterocarpanoquinona
LQB 118 apresenta potencial anti-inflamatério em macréfagos peritoneais, in vitro,
pela modulagdo da via TLR2-MAPK p38, levando a reducdo da expressédo da
molécula de ativacdo CD69 e a diminuicdo dos niveis de citocinas inflamatérias TNF-
a, IL-1B e IL-6, tornando esta molécula uma potencial candidata a protétipo de
farmaco anti-inflamatério, apds outros estudos que também envolvam ensaios in

Vivo.
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Figura 5. Esquema representativo do efeito da LQB 118 no processo inflamatério in

vitro.
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pharmacological effects have beon desoibed. Ounbain con behawve &5 a stress hormone
and adrenal cotex & is main souce. Diect effects of cuabain ae originaled due o
the binding 1o its rsosplorn, the Mat/K*-ATPose, on target cels. This imtemction can
promote Mat tersport biockade or even activtion of signaling transducion patamys
te.g., EGF Src-Fas-ERK pathway activation), independent of ion fransport. Besides
the well-known effect of cuabain on the cordiovnsculer ssten and blood  pressune
oontrol, compaling evidenoe indicates that ouabain reguistes & number of MMUuNe
functicrs. Infemmation is a tightly coordinated immunclogical function that & ako
afiecied by ousbain. indeed, this hormone cen modulebe many inflemmatony everts
such as. oall migmtion, vasoular permeakifty, and oytokine production. Moreower, ousbain
ako inted on neucanflammation. However, it & not clesr how cusbain comtrols

these evenis. In this brief rview, we summarize the updotes of ousbain effect on
severnl espeots of peripheml and centralindammation, bringing newinsights into ousbain
functions on the mmuns system.

Empword: cunbmin, imeuns sywism, parg cll migy

INTRODUCTION

Alihoegh the cardiotonic sterodd owsbam was orginally identified 2= 2 phnt secomdary
melzbolee (eg., from gratas and Acoksmtbers canbaic), 7 was later described 2 an
endogenous mammalian substance {1 lamiyn 2 al, 1991} such as other ardictonic seroids (eg,
marinobufzgenin and digowm] (Bagroy e al., 2009). Cuabain was found in bovine adrenal ghind
[Laredn o al, 1984; Schmeider ot al., 199&), ademal gland tumors (Samoe and Wallaor, 2013,
Thowme hypothalamus (Tymak o al, 1593), bovine hypophysis (5choner, 2002), and beman
[Hamiym ot al., 1991; Ferramdi o al. 1997 ) 1 is notrwo iy that ceabemn isolated foom mammalom
liszars and body fhinds 15 sirmcimmaly, bisctemcally, and immunalogacally mdstmgnshahle to
b isolated from plamts (Schoner, F002)




ANEXO D - Artigo em colaboracao publicado na revista Biomedicine and
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