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Todas as substancias sdo venenos, ndo existe uma que nao seja um
veneno; somente a dose diferencia um veneno de um remédio
(PARACELSUS, 1965, v. 1538, p. 510, traducéo nossa).
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A imaginacdo muitas vezes nos leva a mundos que nunca existiram.
Mas, sem ela, nés ndo vamos a lugar algum (SAGAN, 1985, p. 10,
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RESUMO

A patulina (PAT) € um produto natural derivado de fungos com propriedades
imunossupressoras. No entanto, as vias de sinalizagéo envolvidas no efeito da PAT
permanecem indefinidas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da PAT em
macrofagos peritoneais murinos ativados com lipopolissacarideo (LPS). Para isso,
macréfagos peritoneais murinos foram estimulados com LPS e tratados com a PAT
em diferentes concentracdes (62,5-4.000 ng/ml). O ensaio de viabilidade celular
mostrou que a PAT em concentracfes de até 250 ng/ml ndo afetou a viabilidade dos
macrofagos. Entao, foi avaliada a producéo de 6xido nitrico usando as concentracdes
nao toxicas de PAT (62,5; 125 e 250 ng/ml). Como resultado, a PAT, na concentracdo
de 250 ng/ml, reduziu significativamente a producdo do éxido nitrico (98,4%), a
expressdo da oxido nitrico sintase induzida (iNOS; 83,5%) e a expressao do &cido
ribonucleico mensageiro da INOS (100,0%) nas células estimuladas com o LPS. Em
seguida, foi investigado se a PAT interfere na produgao de interleucina (IL) 13, IL-6,
IL-10 e fator de necrose tumoral (TNF)-a. A PAT reduziu significativamente a produgao
da IL-1P3 (80,6%) induzida pelo LPS, sem interferir na producgéo da IL-6, IL-10 e TNF-
a. Além disso, a PAT reduziu significativamente a expressdo das proteinas
grupamento de diferenciacao (CD) 69 (63,1%) e receptor do tipo Toll (TLR) 4 (91,9%)
na presenca do LPS, sem alterar a expressao génica dessas proteinas. Por fim, para
investigar o mecanismo de acdo da PAT, foi realizada a analise da fosforilacdo das
proteinas ativadas por mitbgenos (MAP) quinases. A PAT reduziu significativamente
a fosforilacdo induzida pelo LPS de todas as MAP quinases avaliadas: quinase
regulada por sinal extracelular (ERK; 89,5%), quinase N-terminal c-Jun (JNK; 77,5%)
e p38 (72,3%). Em conjunto, esses dados inéditos sugerem que a PAT regula
negativamente a resposta inflamatéria aguda, inibindo a producéo de 6xido nitrico ao
suprimir a via de sinalizacdo CD69-TLR4/MAP quinases ERK-JNK-p38/Nos2/iINOS
em macrofagos peritoneais murinos. Assim, a PAT pode se tornar uma ferramenta
farmacoldgica promissora para o controle da inflamagcdo, capaz de inibir

completamente a via do 6xido nitrico.

Palavras-chave: 4-hidroxi-4H-furo(3,2-C)-piran-2(6H)-ona. Clavacina. Macréfagos.

Inflamacéo aguda.
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ABSTRACT

Patulin (PAT) is a fungi-derived natural product with immunosuppressive properties,
but the signaling pathways involved in the effect of PAT remain undefined. This work
aimed to evaluate the effect of PAT in lipopolysaccharide (LPS)-activated murine
peritoneal macrophages. For this purpose, murine peritoneal macrophages were
stimulated with LPS and treated with PAT at different concentrations (62.5-4,000
ng/ml). Cell viability assay showed that PAT at concentrations up to 250 ng/ml did not
affect macrophage viability. Then, nitric oxide response was evaluated using the
nontoxic PAT concentrations (62.5; 125; and 250 ng/ml). As a result, PAT, at
concentration of 250 ng/ml, significantly reduced nitric oxide production (by 98.4%),
inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression (by 83.5%), and iINOS messenger
ribonucleic acid expression (by 100.0%) in the cells stimulated with LPS. Next, we
investigated whether PAT interferes with interleukin (IL)-1B, IL-6, IL-10, and tumor
necrosis factor (TNF)-a release. PAT significantly reduced LPS-induced IL-1f3 release
(by 80.6%), without interfering with the production of IL-6, IL-10, and TNF-a. Moreover,
PAT significantly reduced cluster of differentiation (CD) 69 (by 63.1%) and Toll-like
receptor (TLR) 4 (by 91.9%) protein expression in the presence of LPS, without altering
the gene expression of these proteins. Finally, to investigate PAT mechanism of action,
mitogen-activated protein (MAP) kinase phosphorylation analysis was performed. PAT
significantly reduced LPS-triggered phosphorylation of all MAP kinases assessed:
extracellular signal-regulated kinase (ERK; by 89.5%), c-Jun N-terminal kinase (JNK;
by 77.5%), and p38 (by 72.3%). Taken together, these data suggest that PAT
downregulates acute inflammatory response, inhibiting nitric oxide production by
suppressing CD69-TLR4/ERK-JNK-p38 MAP kinases/Nos2/iNOS signaling pathway
in murine peritoneal macrophages. Thus, PAT could become a promising
pharmacological tool for the control of inflammation, capable of completely inhibiting

the nitric oxide pathway.

Keywords: 4-hydroxy-4H-furo(3,2-C)-pyran-2(6H)-one. Clavacin. Macrophages. Acute

inflammation.
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Os produtos naturais sdo compostos enriquecidos, isolados e sintetizados a
partir de ou baseados em fontes naturais (ATANASOV et al., 2021; CHOPRA,
DHINGRA, 2021; TALMADGE, 2016). As principais fontes de produtos naturais sao
as plantas, os animais e os microrganismos (BILLS; GLOER, 2016). A patulina (PAT)
€ um produto natural derivado de fungos produzido por mais de 30 géneros,
compreendendo mais de 60 espécies (MOAKE; PADILLA-ZAKOUR; WOROBO,
2005). A PAT foi originalmente descrita por Birkinshaw et al. (1943) e Raistrick (1943)
como um antibiético isolado do fungo Penicillium patulum. Além da acéo
antibacteriana, a PAT possui propriedades imunossupressoras que abrangem a
ativagdo do fator nuclear (NF)-kB (TSAI et al., 2016), a funcdo efetora de leucocitos
(OH et al., 2012; OH et al., 2015b; OZSQY et al., 2008), a producéo de citocinas (OH
et al.,, 2015a; TSAI et al., 2016), a producdo de espécies reativas de oxigénio
(BOURDIOL; ESCOULA; SALVAYRE, 1990), a producao de 6xido nitrico (TSAI et al.,
2016), a resposta imunolégica humoral (ESCOULA et al., 1988a; ESCOULA et al.,
1988b) e o processo de fagocitose (BOURDIOL; ESCOULA; SALVAYRE, 1990; OH
et al.,, 2015a). No entanto, as vias de sinalizacdo envolvidas no efeito da PAT
permanecem indefinidas.

A deteccdo inicial dos estimulos nocivos € mediada por receptores de
reconhecimento de padrao (PRRs) que reconhecem padrdes moleculares associados
ao dano (DAMPs) e padrbes moleculares associados ao patdégeno (PAMPS)
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A familia PRR inclui varios receptores, como 0S
receptores do tipo Toll (TLRs). A familia TLR compreende receptores integrais de
membrana do tipo | que contém um dominio de sinalizacdo intracelular, uma hélice
transmembrana e um dominio extracelular responsavel pelo reconhecimento dos
DAMPs e PAMPs (BEHZADI; GARCIA-PERDOMO; KARPINSKI, 2021; PARK; LEE,
2013). Na presenca do lipopolissacarideo (LPS), um PAMP bacteriano, o TLR4 ativa
vias de sinalizacéo intracelular, como as proteinas ativadas por mitégenos (MAP)
quinases, que, entdo, ativam fatores de transcricdo que induzem a expressao de
genes relacionados a inflamagéo, como o gene Nos2 (RAMACHANDRAN; LUPFER,;
ZAKI, 2018). O gene Nos2 codifica a Oxido nitrico sintase induzida (iNOS),
responsavel pelas altas concentracdes de 6xido nitrico durante a inflamacgé&o. O 6xido

nitrico possui vérias funcdes fisioldgicas, em especial como agente microbicida
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(MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; MONCADA, 1999). Outra enzima também
importante durante a inflamacéo é a cicloxigenase (COX) 2, que atua em sinergia com
a INOS (SOROKIN, 2016). A COX-2 produz mediadores pro-inflamatérios chamados
prostanoides a partir do &cido araquidonico e, dessa forma, contribui para a
progressdo da inflamacdo (WILLOUGHBY; MOORE; COLVILLE-NASH, 2000). De
forma semelhante, o aumento de outros mediadores pro-inflamatorios, como as
citocinas pré-infamatorias interleucina (IL)-1B, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF),
também contribuem para a progressdo da inflamacdo (DE MARIA et al.,, 1994;
MARZIO et al., 1997).

Apesar de ser considerada uma resposta de defesa do organismo, a inflamacéao
pode se tornar patoldgica quando desregulada, sendo um fator determinante para o
desenvolvimento de muitas doencas (ARULSELVAN et al., 2016). Nesse contexto, 0s
macrofagos possuem funcdes bem estabelecidas (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005;
LOCATI; CURTALE; MANTOVANI, 2020; ROSS; DEVITT; JOHNSON, 2021).
Considerando que pouco se sabe sobre as vias de sinalizagao envolvidas nos efeitos
desencadeados pela PAT, este trabalho teve como objetivo avaliar o papel da PAT no
processo inflamatdrio agudo utilizando o modelo de macrofagos peritoneais murinos

ativados por LPS.
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2.1 Patulina

A PAT, 4-hidroxi-4H-furo(3,2-C)-piran-2(6H)-ona (Figura 1), é uma lactona
produzida por varias espécies de fungos, especialmente dos géneros Aspergillus,
Byssochlamys e Penicillium (MAHATO et al., 2021; MOAKE; PADILLA-ZAKOUR,;
WOROBO, 2005; PUEL; GALTIER; OSWALD, 2010). O P. expansum € o principal
produtor, capaz de sintetizar até 1 g de PAT/kg de substrato (FRANK, 1977).

Figura 1 — Estrutura quimica da PAT.
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Fonte: Sigma-Aldrich® (2021).

A PAT foi inicialmente observada e nomeada por Birkinshaw et al. (1943) e
Raistrick (1943), que purificavam, isolavam e determinavam a estrutura quimica de
compostos derivados de fungos, seguindo o entusiasmo da descoberta da penicilina
pelo britanico Alexander Fleming em 1928 (Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina
de 1945) (HARINGTON, 1949). Ela foi originalmente isolada a partir de filtrados de
culturas de P. patulum, sinonimia heterotipca de P. griseofulvum, mostrando atividade
antibacteriana na triagem inicial. Logo apos, uma amostra da PAT foi enviada ao Dr.
William Ewart Gye, que estava com um severo resfriado e, sabendo da atividade
antibacteriana da substancia tanto contra bactérias Gram-negativas, decidiu testa-la
em si mesmo. O resultado foi satisfatério o suficiente para ele testa-la em outros
membros de sua equipe. Os resultados, mais uma vez promissores, justificaram uma
extensdo dos estudos de triagem para uma série de experimentos controlados
apoiados por outros estudiosos. O resultado desse estudo colaborativo foi detalhado
por Birkinshaw et al. (1943), que mostrou possibilidades clinicas para o uso da PAT.

Além disso, foram feitos acordos com o Therapeutic Research Corporation, localizado
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na ilha da Gra-Bretanha, para producdo da substancia antibacteriana para outras
triagens, as quais incluiam ensaios para a determinagcéo da curva de dose-resposta,
além de ensaios toxicoldgicos, essenciais para a liberagdo do uso da substancia
(RAISTRICK, 1943). Mais tarde, em 1948, os ensaios clinicos com a PAT, que, nesta
etapa, recebeu o nome de tercinina, foram iniciados pelo British Medical Research
Center (CHALMERS; CLARKE, 2004; PUEL; GALTIER; OSWALD, 2010).

Além da atividade antibacteriana, a PAT possui atividade imunossupressora,
abrangendo varias células do sistema imunolégico, como os macréfagos. Oh et al.
(2015a) mostraram que a PAT reduziu a atividade fagocitaria de macréfagos bovinos,
um dos principais mecanismos do sistema imunoldgico inato contra microrganismos
(HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2017). Além disso, Bourdiol, Escoula e Salvayre (1990)
mostraram que a PAT reduziu a atividade microbicida, fusdao de fagossomo com
lisossomo e producdo de enzimas lisossémicas em macréfagos peritoneais murinos.
Essas etapas sdo fundamentais para o amadurecimento do fagossomo e,
consequentemente, destruicdo do microrganismo ingerido (GORDON, 2016;
HALLETT, 2020; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017).

Ainda nesse contexto, Tsai et al. (2016) mostraram que a PAT suprimiu a
resposta imunolégica inata ao inibir a producdo de Oxido nitrico em macréfagos
murinos RAW264.7. Além disso, Bourdiol, Escoula e Salvayre (1990) demostraram
que a PAT reduziu a producéo de superdxido em macréfagos peritoneais murinos e
Escoula et al. (1988b) observaram que a PAT reduz a producao de espécies reativas
de oxigénio em macrofagos peritoneais de rato, efeito que nao repetiu em macréfagos
bovinos (OH et al., 2015a). De fato, a producédo de espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio é o principal mecanismo efetor que os fagocitos usam para matar
microrganismos, corroborando a PAT como um agente imunossupressor capaz e
suprimir parte da resposta imunoldgica inata (AL-SHEHRI, 2021).

A acdo imunossupressora da PAT em macrofagos se estende além da
fagocitose, abrangendo também a expressao de citocinas, como IL-6 (TSAI et al.,
2016), IL-10, IL-23 e fator transformador do crescimento-f3 (OH et al., 2015a). Por fim,
apesar de as vias de sinalizacao intracelular envolvidas no efeito imunossupressor da
PAT terem sido pouco estudadas até o momento, Tsai et al. (2016) mostrou que a
supressao da resposta imunoldgica inata ap0s o tratamento com a PAT envolve a

participacéo da via do NF-kB, a qual é suprimida na presenca da PAT.
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2.2 Imunidade

A palavra imunidade é derivada do latim immunitas, que se refere a protecdo
contra processos legais oferecida a senadores romanos durante seus mandatos. Na
imunologia, o termo imunidade representa um estado de protecdo do organismo
contra doencas, especialmente aquelas causadas por patdgenos (chamadas doencas
infecciosas) (BERGMAN, 2007).

A histéria da imunidade teve inicio durante a Guerra do Peloponeso, que acorreu
na Grécia Antiga entre 431 e 404 antes de Cristo (a.C.). Em 430 a.C., a cidade de
Atenas, que estava em guerra com a cidade de Esparta, foi atingida por uma praga
(chamada praga de Atenas). A epidemia durou 4 anos (430-426 a.C.) e foi responsavel
pela morte de 25% da populacao local. No mesmo periodo, o historiador e general
ateniense Thucydides, que contraiu e sobreviveu a praga, descreveu, na obra History
of the Peloponnesian War, que os sobreviventes se tornavam protegidos contra a
doenca, o primeiro relato da imunidade (THUCYDIDES; FINLEY, 1954). Os sistemas,
orgaos, tecidos, células e moléculas responsaveis por essa protecao formam o
sistema imunoldgico, que pode ser didaticamente dividido em sistema imunolégico
inato e adaptativo, responsaveis pelas respostas iniciais da imunidade inata e tardias
da imunidade adaptativa, respectivamente (DELVES; ROITT, 2000).

A infeccdo é detectada por meio do reconhecimento de estruturas exdgenas
evolutivamente conservadas presentes nos patdogenos (chamadas PAMPS). Essas
estruturas sado produzidas durante todo o ciclo de vida do patdgeno, sendo essenciais
para a sua patogenicidade e sobrevivéncia. Além disso, os PAMPs sao
compartilhados por grupos de patégenos relacionados (KUMAR; KAWAI; AKIRA,
2011; RAI; AGRAWAL, 2017; RAJAEE; BARNETT; CHEADLE, 2018). Por exempilo,
as bactérias Gram-negativas compartiham o LPS em sua membrana externa
(KUZMICH et al.,, 2017; MENG; LOWELL, 1997; RAETZ; WHITFIELD, 2002),
enquanto as bactérias Gram-positivas compartilham o acido lipoteicoico. Dessa forma,
a resposta imunoldgica inata € semelhante para patdgenos que pertencem a um
mesmo grupo (GINSBURG, 2002; PERCY; GRUNDLING, 2014).

Os PAMPs séo reconhecidos por PRRs expressos em leucécitos e outros tipos
celulares, como células epiteliais e fibroblastos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI,
2006; BHATTACHARYYA et al., 2017; YAO et al., 2015). Esses receptores séo

codificados por genes herdados (linhagem germinativa) e, consequentemente,
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apresentam uma diversidade limitada, ou seja, ha um numero finito de receptores
pertencentes a poucas familias responsaveis pelo reconhecimento dos PAMPs
(JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Adicionalmente, os PRRs também reconhecem
moléculas enddgenas liberadas durante estresse ou dano celular (chamas DAMPs ou
alarminas) (BROGGI; GRANUCCI, 2015). Assim, além de reconhecer e responder a
infeccdes, o sistema imunoldgico € capaz de reconhecer e responder a lesdes estéreis
(RIDER et al., 2017; YANG; HAN; OPPENHEIM, 2017).

Os componentes do sistema imunologico inato estdo em vigor mesmo antes da
infeccdo e preparados para responder rapidamente a ela (KAUR; SECORD, 2021,
ROMO; PEREZ-MARTINEZ; FERRER, 2016). Dessa forma, o sistema imunologico
inato é capaz de rapidamente desenvolver uma resposta imunolégica e criar um
ambiente inflamatdrio que contribui para a eliminacdo da infeccéo, restaurando a
homeostase do organismo (KAUR; SECORD, 2021; NEWTON; DIXIT, 2012).

Em contraste ao sistema imunoldgico inato, o sistema imunolégico adaptativo
reconhece e responde a diferentes substancias com alta especificidade. Além disso,
a exposicdo do sistema imunoldgico adaptativo a uma determinada substancia
aumenta a sua capacidade de responder novamente aquela substancia. Assim, as
respostas imunoldgicas adaptativas a uma segunda exposicdo ou exposicoes
subsequentes a mesma substancia (chamadas respostas imunoldgicas secundarias)
sdo, em geral, mais rapidas e mais robustas, quando comparadas a primeira resposta
imunoldgica adaptativa aquela substancia (chamada resposta imunoldgica primaria)
(BONILLA; OETTGEN, 2010; HOSSEINI et al., 2020; MORAES-PINTO; SUANO-
SOUZA; ARANDA, 2021).

A alta especificidade do sistema imunolégico adaptativo no reconhecimento de
substancias é resultado da diversidade dos receptores expressos nos linfocitos B e
linfécitos T, chamados receptores de célula B (BCRSs) e receptores de célula T (TCRS),
respectivamente, e da diversidade dos anticorpos produzidos pelos linfécitos B. Nesse
contexto, as substancias que elicitam respostas imunoldgicas apés se ligarem
especificamente a um BCR, TCR ou anticorpo sdo chamadas antigenos e as partes
de tais antigenos que s&o especificamente reconhecidas sdo chamadas
determinantes antigénicos ou epitopos (YATIM; LAKKIS, 2015).

Existem muitas conexdes entre o0 sistema imunologico inato e o sistema
imunologico adaptativo. Por exemplo, para que uma resposta imunoldgica adaptativa

seja iniciada, é necessario que 0s antigenos sejam capturados, processados e
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expostos aos linfocitos T especificos para aquele antigeno por meio de um processo
chamado apresentacdo de antigenos, o qual € realizado por células do sistema
imunoldgico inato chamadas células apresentadoras de antigenos (APCs) (FARZI et
al., 2022; HARDING; CANADAY; RAMACHANDRA, 2010). Dessa forma, além de
fornecer a primeira linha de defesa do organismo, o sistema imunoldgico inato
desempenha um papel fundamental na ativacédo e regulacéo do sistema imunoldgico
adaptativo (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; MORAES-PINTO; SUANO-SOUZA,
ARANDA, 2021). Além disso, o reconhecimento de antigenos mediado por esse
conjunto de receptores determina a origem e o tipo da infec¢do, assim o sistema
imunologico responde com 0s mecanismos efetores mais apropriados para cada tipo
de infeccao (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015).

2.3 Breve historico da Inflamacéo

O termo inflamacgédo é derivado do latim inflammare, que significa incendiar
(RIVAS, 2010). A histéria do estudo da inflamacgé&o teve inicio no século XXX a.C. e
preparou o caminho para o entendimento atual desse processo. Os primeiros relatos
sobre a inflamacao séo de um papiro egipcio datado de 3.000 anos a.C. que continha
descricbes detalhadas da anatomia e fisiologia humana, além de numerosas
formulac6es medicamentosas (ELGAZZAR, 2006).

No século | depois de Cristo (d.C.), o escritor romano Aulus Cornelius Celsus
descreveu, no quarto capitulo do livro De Re Medica (hnome pelo qual a sua obra ficou
conhecida na traducdo em latim), os quatro primeiros sinais clinicos da inflamacéo
(também chamados sinais cardinais da inflamacao): aguecimento (do latim, calor), dor
(do latim, dolor), inchago (do latim, tumor) e vermelhiddo (do latim, rubor). Foi a
primeira documentacdo dos sinais cardinais da inflamacédo e representa o que
conhecemos hoje como inflamagao aguda (BENAROYO, 1994; ROSENTHAL, 1961,
SCOTT et al., 2004).

No século 1l d.C., o fisico grego Claudius Galenus descreveu a inflamacéao,
especialmente o pus, como uma resposta benéfica do organismo envolvida no reparo
de feridas. Uma visdo humoral da inflamacdo que repercutiu até o século XIX d.C.
Mais a frente, no século XVIII d.C., o cirurgido escocés John Hunter também
correlacionou a inflamagdo como uma resposta benéfica para o organismo (ROCHA
E SILVA, 1978; SCOTT et al., 2004).
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No século XIX d.C., a passagem dos leucdcitos do sangue para 0 espaco
extravascular através do endotélio (processo chamado diapedese ou transmigracao)
foi descrita de forma independente por trés estudiosos, Henri Dutrochet em 1824,
Augustus Waller em 1846 e Julius Cohnheim em 1867 (OKABE; MEDZHITOV, 2016).
Mais tarde, em 1871, o médico prussiano Rudolf Ludwig Carl Virchow adicionou o
quinto sinal cardinal da inflamacdo: perda de funcdo (do latim, functio laesa)
(BENAROYO, 1994; BROWN; FEE, 2006; SCOTT et al., 2004). Em contraste com
Galen e Hunter, Virchow considerava a inflamacao essencialmente patoldgica para o
organismo (BENAROYO, 1994; SCOTT et al., 2004).

Ainda no século XIX d.C., os métodos cientificos comecaram a ser usados no
estudo da inflamacéo. Essa pratica foi descrita por George Bernard Shaw na pega The
Doctor's Dilemma:

[...] lembre-se de que vocé tem uma teoria cientifica solida para
correlacionar suas observagdes a beira da cama. Mera experiéncia por
si s6 ndo é nada. Se eu levar meu cachorro para o lado da cama
comigo, ele vé o que eu vejo [...], mas ele ndo aprende nada disso.
Por qué? Porque ele ndo é um cachorro cientifico (SHAW, 1911, ato |,
p. 110, traducdo nossa).

No século XX d.C., em 1908, o biélogo russo Elie Metchnikoff descobriu o
processo de fagocitose e definiu a inflamagdo como a emigracdo dos leucdcitos,
especialmente os fagdécitos, da corrente sanguinea para o tecido infectado, onde
englobam e destroem os patégenos (TRAVIS, 2009). Esse conceito também foi

satirizado por Shaw na peca The Doctor's Dilemma:

[...] as drogas s6 podem reprimir sintomas. O verdadeiro remédio para
todas as doencgas € o remédio da natureza. A natureza e a ciéncia séo
um s6. A natureza forneceu nos corpusculos brancos como vocé os
chamam - fagdcitos como nés os chamamos — um meio natural de
devorar e destruir todos os germes de doengas. Ha no fundo apenas
um tratamento cientifico genuino para todas as doencas, e isso €
estimular os fagdcitos. As drogas sdo uma ilusdo. Encontre o germe
da doencga, prepare uma antitoxina adequada dele; injete trés vezes
por dia quinze minutos antes das refeicdes e qual é o resultado? Os
fagocitos sdo estimulados; eles devoram a doenca; e o0 paciente se
recupera — a menos que, é claro, ele esteja longe demais (SHAW,
1911, ato I, p. 112, tradug&o nossa).

Em 1927, o cardiologista britanico Thomas Lewis descobriu que uma substancia,
a histamina, era liberada da pele em muitas formas de lesdo tecidual, sendo
considerada o mediador comum da chamada resposta tripla. A resposta tripla de

Lewis corresponde a uma resposta cutanea que ocorre a partir de movimentos firmes
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(friccdo) na pele. A friccdo na pele produz uma linha vermelha inicial, seguida por um
alargamento ao redor dessa linha e, finalmente, uma papula. Lewis foi o primeiro a
caracterizar fisiologicamente as alteragbes vasculares da inflamacao. Além disso,
Lewis foi o primeiro a reconhecer a inflamagdo neurogénica (LEWIS, 1927). Mais
tarde, em 1978, o médico brasileiro Mauricio Oscar da Rocha e Silva definiu

bioquimicamente a inflamacao como:

O fenbmeno multimediado, de um tipo de padrdo no qual todos os
mediadores entrariam e sairiam no momento apropriado para
desempenhar seus papéis no aumento da permeabilidade vascular,
quimiotaxia de leucdcitos, dor, formacéo de edema local e necrose, no
gual a predominancia de qualquer um seria fortuita ou dependente de
suas capacidades especificas de produzir sintomas, alguns
diretamente, alguns indiretamente e alguns por potencializagdo ou
liberacdo de outros agentes (ROCHA E SILVA, 1978, v. 8, n. 1-2, p.
48-49, traducdo nossa).

Atualmente, a inflamacé&o pode ser didaticamente dividida em duas formas,
aguda e cronica (WEISS, 2008). A inflamacéo aguda € uma resposta imunoldgica de
curta duracdo, minutos, horas ou alguns dias, que pode ser elicitada por diferentes
estimulos nocivos, como as infec¢cdes e as lesfes teciduais (RAI; AGRAWAL, 2017,
RAJAEE; BARNETT; CHEADLE, 2018). Suas principais caracteristicas sédo o infiltrado
de leucdcitos e o edema local, formado pela exsudagcdo de liquido e proteinas
plasmaticas, juntamente com o acumulo de células e detritos celulares (FUJIWARA,
KOBAYASHI, 2005; VARELA et al., 2018).

A resposta inflamatoria aguda € iniciada pelo reconhecimento de DAMPs e/ou
PAMPs por PRRs expressos em leucdécitos residentes. Esses receptores estdo
ligados a vias de transducdo de sinal intracelulares que controlam a sintese de
mediadores pré-inflamatérios, como as citocinas quimiotaticas (quimiocinas) e as
citocinas pro-inflamatérias. As quimiocinas estimulam o movimento dos leucécitos ao
longo do gradiente de concentragdo da quimiocina em dire¢do a sua fonte (processo
chamado guimiocinese), enquanto as citocinas pro-inflamatdrias, como as citocinas
IL-1B, IL-6 e TNF-a, juntamente com os DAMPs e PAMPs, ativam as células
endoteliais, passam a expressar selectinas na superficie luminal (FITZNER et al.,
2008; VARELA et al., 2018).

No sitio da inflamacé&o, a permeabilidade dos capilares e vénulas a fluidos e
proteinas plasmaticas aumenta e o fluxo sanguineo para o tecido inflamado fica mais

lento, devido a dilatacé&o arteriolar. Como resultado, os leucécitos, maiores que as
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hemacias, tendem a se mover para fora do eixo axial central do fluxo sanguineo e
mais proximo do revestimento do vaso sanguineo (processo chamado marginacéo).
A marginacdo dos leucécitos permite que as selectinas expressas na superficie
luminal das células endoteliais se liguem a seus ligantes cognatos expressos nos
leucdcitos sanguineos. Pelo fato das ligacdes selectina-ligante de selectina serem de
baixa afinidade e possuirem alta taxa de desassociacao, elas séo facilmente rompidas
pela forca de cisalhamento do fluxo sanguineo. Como resultado das repetidas
associacles e desassociacdes, 0s leucocitos rolam ao longo da superficie endotelial
(HANLEY; WIRTZ; KONSTANTOPOULOS, 2004; KUNKEL; LEY, 1996; LEY et al.,
2007; MCEVER; CUMMINGS, 1997; MULLER, 2013; ROSEN, 2004; SUNDD et al.,
2011).

Ao mesmo tempo que os leucécitos rolam ao longo da superficie endotelial, as
guimiocinas produzidas pelas células endoteliais e pelos leucdcitos residentes séo
transportadas para a superficie luminal do endotélio, onde se ligam a
glicosaminoglicanos de heparan sulfato presentes na face luminal das células
endoteliais, fornecendo uma alta concentracédo local dessas quimiocinas, guiando o
movimento dos leucécitos. Além disso, o reconhecimento dessas quimiocinas por
seus receptores cognatos expressos nos leucocitos em rolamento ativa esses
leucdcitos (ALLEN; CROWN; HANDEL, 2007).

A ativacdo dos leucécitos induz o agrupamento de integrinas na superficie do
leucécito, que, entdo, promove 0 aumento da avidez das interacfes das integrinas
com seus ligantes. Além disso, ocorrem modificacBes conformacionais nas integrinas
gue aumentam a afinidade dessas interacfes. O resultado desses eventos é uma
adesdo estavel do leucdcito a parede endotelial que permite a diapedese do leucécito
(KIM; CARMAN; SPRINGER, 2003; KOMAROVA; MALIK, 2010; MULLER, 2013;
WITTCHEN, 2009). Os leucdcitos polimorfonucleares, especialmente os neutréfilos,
sdo 0s primeiros a migrar. Posteriormente, os leucécitos mononucleares, como 0s
linfécitos T e o0os mondcitos/macréfagos, também s&o recrutados (FUJIWARA,
KOBAYASHI, 2005; VARELA et al., 2018).

Quando a reposta imunoldgica elimina o estimulo inflamatério ou quando o
estimulo inflamatdrio se esgota, a inflamacao cessa e o tecido lesionado é substituido
por um tecido parenquimatoso ou tecido conjuntivo (processo chamado cicatrizacéo)
(FILEP, 2013; FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Em alguns casos, a inflamacéo aguda

pode persistir e progredir para a chamada inflamacgé&o cronica (ROCK et al., 2010), um
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processo de longa duracdo, mais longo que a inflamacdo aguda (FUJIWARA,
KOBAYASHI, 2005). Suas principais caracteristicas incluem a formacdo de novos
vasos sanguineos (angiogénese) (COSTA; INCIO; SOARES, 2007), a sintese de
matriz extracelular rica em colageno (fibrose) (WYNN; RAMALINGAM, 2012), o
infiltrado de linfocitos T e mondcitos/macrofagos (WHITE; IQBAL; GREAVES, 2013),
e o remodelamento tecidual (AOKI; NARUMIYA, 2012; HIROTA; MARTIN, 2013).
Contudo, embora possa se tornar patoldgica, a inflamacdo estd entre os
principais mecanismos efetores do sistema imunologico, sendo indispensavel para a
manutencdo da homeostase do organismo. Sem ela, infec¢cdes poderiam ndo ser
detectadas, feridas poderiam nunca cicatrizar e tecidos lesados permaneceriam como
feridas néo cicatrizadas permanentemente (AZEVEDO; LISBOA; RODRIGUES, 2020;
BOWERS; FRANCO, 2020; NATHAN, 2002; WILKINSON; HARDMAN, 2020).

2.4 Origem e classificacdo dos macrofagos

Os macrofagos sdo uma populacdo heterogénea de células do sistema
imunologico amplamente distribuida em todos os érgdos e no tecido conectivo. Cada
subpopulacao apresenta cinética, funcdes e morfologia que variam de acordo com as
necessidades de cada microambiente no qual ocorrem (TAKAHASHI, 2001; USHACH,;
ZLOTNIK, 2016).

A principal funcdo dos macréfagos € englobar e destruir, por fagocitose, corpos
estranhos, em especial os microrganismos; essa habilidade foi fundamental para a
sua descoberta (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014; LOCATI; CURTALE;
MANTOVANI, 2020; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). A histéria do estudo dos
macréfagos teve inicio quando Metchnikoff, durante suas pesquisas realizadas no
Instituto Pasteur, localizado na cidade de Paris, descreveu a presenca de grandes
células fagociticas, as que chamou macréfagos, e células fagociticas menores, as que
chamou micréfagos, em tecidos de animais vertebrados e invertebrados. Metchnikoff
demonstrou que esses fagocitos ingeriam e destruiam a maioria dos microrganismos
invasores, desempenhando um papel importante na defesa do organismo contra
infecgbes. Em 1892, Metchnikoff detalhou essas descobertas no livro Legons sur la
pathologie comparée de l'inflammation: faites a I'lnstitut Pasteur en avril et mai 1891 e
introduziu o termo sistema de macrofagos (METCHNIKOFF, 1892).
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ApoOs a descoberta de Metchnikoff, foi estabelecido um intenso debate sobre os
macrofagos, abrangendo temas como a sua origem e desenvolvimento. Logo, muitas
teorias foram propostas para responder a essas questdes. Em 1924, o fisico e
patologista alemé&o Karl Albert Ludwig Aschoff prop6s o conceito de um sistema, o
qual chamou sistema reticuloendotelial, composto por células com caracteristicas
endoteliais e reticulares e dotadas de capacidade fagocitaria e incluiu os macréfagos
nesse sistema. Para Aschoff, todas as células do sistema reticuloendotelial eram
originadas a partir de células do tecido local (ASCHOFF, 1924).

Em 1925, um ano ap6s Aschoff propor o sistema reticuloendotelial, a médica
norte-americana Florence Rena Sabin e colaboradores discriminaram dois tipos
distintos de células fagociticas, os clasmatécitos (agora chamados macréfagos) e
monacitos, em tecidos conjuntivos corados com corantes supravitais (SABIN, 1925).
Em 1939, o também médico norte-americano Robert Higgins Ebert e o farmacologista
e patologista australiano Howard Walter Florey, usando a mesma técnica de
coloracdo, observaram que 0os mondcitos migravam do sangue periférico para uma
regido lesionada (inflamada), se transformando em macré6fagos (EBERT; FLOREY,
1939). Em 1948, o patologista japonés Shigeyasu Amano, também usando a
coloracdo supravital, corroborou os mondcitos sanguineos como precursores dos
macrofagos tanto em condi¢Bes basais quanto em condi¢cdes inflamatorias. Além
disso, Amano acrescentou que 0os mondcitos eram derivados de promondcitos, 0s
quais eram derivados de monoblastos gerados a partir de progenitores na medula
o0ssea (AMANO, 1948).

De fato, houve muitas tentativas de classificar os fagocitos mononucleares.
Entretanto, numerosos estudos refutavam essas classificacdes. Em 1969, durante a
Conference on Mononuclear Phagocytes, realizada na cidade de Leiden, um comité
propds um novo sistema para os fagdcitos mononucleares. Esse novo sistema
(chamado sistema de fag6citos mononucleares) incluia os macrofagos nos tecidos e
0S Monaocitos e seus precursores na medula 6ssea. Em 1972, o sistema de fagocitos
mononucleares foi revisado e novamente proposto, dessa vez pelo professor de
medicina Ralph van Furth e colaboradores (VAN FURTH et al., 1972). Atualmente, o
sistema de fagécitos mononucleares inclui trés tipos celulares: os mondcitos
sanguineos, macrofagos teciduais e macrofagos teciduais residentes de vida longa
(HUME; IRVINE; PRIDANS, 2019; MCGRATH; FRAME; PALIS, 2015).
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No estado estavel (homeostasia) em adultos e durante as reacdes inflamatorias,
0s macrofagos teciduais sao derivados de mondcitos sanguineos que amadurecem
na medula 6ssea e migram para os tecidos extravasculares, onde amadurecem ainda
mais para formar macrofagos (DAVIES; TAYLOR, 2015; OKABE; MEDZHITOV,
2016). Os monacitos, por sua vez, sao derivados de precursores comprometidos com
a linhagem monocitica, os quais, por sua vez, sao derivados de progenitores
multipotentes mieloide-megacaridcito-eritroide originados por autorrenovacdo ou a
partir de células-tronco hematopoiéticas, as quais também sdo autorrenovaveis (LlI;
HE; LI, 2019). O direcionamento para uma determinada linhagem celular € promovido
por um conjunto de sinais, como as citocinas hematopoiéticas (também chamadas
fatores estimuladores de coldnia), caracteristicos do microambiente hematopoiético
(frequentemente chamado nicho) (LUCAS, 2017; WEI, FRENETTE, 2018). J& os
macrofagos teciduais residentes de vida longa, como as células da microglia
(cérebro), as células de Kupffer (figado), as células de Langerhans (epiderme) e os
macréfagos alveolares (pulméo), séo originados a partir de precursores presentes no
saco vitelinico e no figado fetal durante o desenvolvimento inicial e mantidos por
autorrenovacao (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014).

2.5 Principais funcfes efetoras dos macrofagos

Os macrofagos sdo fundamentais tanto na imunidade inata como na imunidade
adaptativa. Ao contrario dos fagocitos polimorfonucleares, os macrofagos podem
permanecer nos tecidos extravasculares por longos periodos, onde desempenham
diversas fungodes (Figura 2) (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).

A ingestao de microrganismos por fagocitose €, sem davida, uma das principais
funcdes dos macréfagos (HIRAYAMA,; IIDA; NAKASE, 2017). A primeira etapa desse
processo € 0 reconhecimento do microrganismo. O microrganismo pode ser
reconhecido por PRRs e outros receptores ligados a membrana celular do macrofago.
Ao interagir com esses receptores, 0 microrganismo ativa 0 processo de
internalizacdo. Inicialmente, o macrofago produz extensdes fluidas do citoplasma
(chamadas pseudo6podes) que cobrem o microrganismo e, em seguida, se fecham em
torno dele para formar um fagossomo, o qual amadurece para formar um

fagolisossomo. Ao final dessa transformacdo, o fagossomo maduro possui um
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microambiente capaz de destruir o microrganismo ingerido (GORDON, 2016;
HALLETT, 2020; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017).

Figura 2 — Principais respostas funcionais dos macréfagos.
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Os macrofagos sao fagécitos mononucleares derivados de mondcitos circulantes que migram
para os tecidos, onde se transformam em macréfagos. As principais respostas funcionais dos
macroéfagos incluem a fagocitose, a apresentagédo dos antigenos e a imunomodulacao.

O Oxido nitrico € um dos principais mediadores citotoxicos associados a
fagocitose. Ele é produzido pelas trés isoformas da oOxido nitrico sintase (NOS),
chamadas Oxido nitrico sintase endotelial, 6xido nitrico sintase neuronal e iNOS
(TENOPOULOU; DOULIAS, 2020). Entre elas, a INOS possui um papel proeminente
na producao de 6xido nitrico durante a inflamagéo, sendo expressa principalmente em
macrofagos ativados (BOGDAN, 2015; MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997;
MONCADA, 1999). Uma vez expressa, parte da iNOS € incorporada a vesiculas que
se fundem ao fagossomo, que esta em processo de amadurecimento, promovendo 0
aumento de 6xido nitrico no interior da organela, enquanto a outra parte permanece
no citoplasma (VODOVOTZ et al., 1995). Além disso, como o 6xido nitrico atravessa

as livremente as membranas plasmaticas, parte do Oxido nitrico produzido no
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citoplasma da célula penetra no fagolisossomo, aumentando ainda mais a quantidade
de 6xido nitrico no interior da organela (MOLLER et al., 2005).

Durante a resposta inflamatodria, a quantidade de éxido nitrico gerada pela
atividade da iNOS supera o 6xido nitrico produzido pelas outras isoformas de NOS
(XIE; NATHAN, 1994). Assim, é de se esperar que a funcdo desse Oxido nitrico
derivado da iNOS seja diferente. Sua principal funcdo é como agente citotoxico.
Quando associado ao superoxido, Oxido nitrico pode ainda formar peroxinitrito
(CHANNON; GUZIK, 2002; GUZIK et al., 2002), o qual medeia os efeitos citotoxicos
do oxido nitrico, como dano ao acido desoxirribonucleico, oxidacéo da lipoproteina de
baixa densidade, formacado de isoprostanos, nitracdo de proteinas tirosinas, inibicao
da aconitase e bloqueio da respiragdo mitocondrial (ISCHIROPOULOS; AL-MEHDI,
1995). O 6xido nitrico também tem como alvo muitas proteinas de vias de sinalizacédo
centrais para a sobrevivéncia da célula, como a proteina G, JAK/STAT, NF-kB e MAP
guinases. A nitracdo de cisteinas nessas proteinas podem levar a sua ativacao ou
inativacao (BOGDAN, 2001; COLEMAN, 2001; MOILANEN; VAPAATALO, 1995).

Além de fagocitar microrganismos, os macréfagos reconhecem, ingerem e
destroem células autdlogas apoptéticas (GORDON; PLUDDEMANN, 2018;
KOURTZELIS; HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2020; NAGATA, 2018), infectadas
(SHIRATSUCHI; NAKANISHI, 2006), necréticas e detritos (debris) celulares como
parte do processo de limpeza que se segue a infeccdo, lesdo tecidual e muitos
processos fisiolégicos, como renovacao de tecidos e crescimento (POON; HULETT;
PARISH, 2010; WESTMAN; GRINSTEIN; MARQUES, 2020).

Em adicdo a fagocitose, os macrofagos atuam como APCs, desempenhando um
papel importante na imunidade adaptativa (HARDING; CANADAY; RAMACHANDRA,
2010; UNANUE, 1984, 2002). No processo de apresentacdo de antigenos, o0s
antigenos sao capturados pelo macréfago, processados em fragmentos menores
(peptidios) e, finalmente, apresentados na superficie celular do macréfago ligados a
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) para serem
reconhecidos por TCRs na superficie de linfocitos T (PARHAM, 2005). Além de
apresentarem complexos antigeno-MHC a linfécitos T, os macréfagos proporcionam
estimulos adicionais necessérios para a completa ativacdo, divisédo e diferenciagédo
dos linfocitos T (ZHU; CHEN, 2009).

Os macrofagos também podem produzir citocinas que regulam e coordenam
varios processos celulares (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Essas citocinas
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atuam principalmente sobre as proprias células que as produzem (a¢ao autocrina) ou
sobre células vizinhas (acdo paracrina). Em alguns casos, quando o estimulo para a
producgéo de citocina for suficientemente forte, a quantidade de citocina produzida
pode ser tdo grande que quantidades significativas entram na corrente sanguinea e
atuam sobre células distantes (acdo endocrina) (ZHANG; AN, 2007).

No contexto da inflamacéo, algumas citocinas atuam estimulando a resposta
inflamatéria (chamadas pré-inflamatérias), enquanto outras atuam suprimindo
(chamadas anti-inflamatoérias) (DINARELLO, 2007). Dentre as citocinas pro-
inflamatorias, as mais importantes sédo a IL-1B, a IL-6 e o TNF-a (frequentemente
chamado apenas TNF) (CONTI et al., 2004; FEGHALI; WRIGHT, 1997; MOLLER,;
VILLIGER, 2006; ZHANG; AN, 2007). A primeira delas, a IL-18, € o0 membro mais
importante da familia IL-1, que inclui 11 ligantes e 10 receptores. A IL-1B possui dois
receptores especificos, chamados receptor de interleucina-1 do tipo 1 (IL-1R1 ou
CD121a) e receptor de interleucina-1 do tipo 2 (IL-1R2 ou CD121b), e um correceptor,
chamado receptor de interleucina-1 do tipo 3 (IL-1R3) (DINARELLO, 2018; YAZDI,
GHORESCHI, 2016). Ambos IL-1R1 e IL-1R3 possuem um dominio citoplasmético do
tipo receptor de Toll/interleucina-1 (TIR) (GAY; KEITH, 1991; HEGUY et al., 1992). Ao
se ligar ao IL-1R1, a IL-1B induz uma mudanca conformacional no receptor que
permite a ligacdo do IL-1R3, formando um complexo trimérico que ativa uma cascata
de sinalizacdo intracelular que, por sua vez, induz a resposta funcional da célula
(DINARELLO, 2018). Em contraste, o IL-1R2 é um receptor do tipo decoy (chamariz)
e falha ao ativar a cascata de sinalizacao intracelular, pois ndo possui um dominio
citoplasmatico (COLOTTA et al., 1993; MANTOVANI et al., 2001; RE et al., 1996). A
IL-18 atua sobre quase todos os tipos celulares e seus efeitos incluem a ativacéo de
células endoteliais, a diferenciacéo de linfocitos T produtoras de IL-17, a elevacédo da
temperatura corporal (pirexia) e a sintese de proteinas de fase aguda no figado
(DINARELLO, 1996, 1997, 2018; YAZDI; GHORESCHlI, 2016).

Outra citocina pro-inflamatoria também importante, a IL-6, pertence a familia IL-
6, que consiste em 10 ligantes e 9 receptores (KANG et al., 2020). Os receptores
dessa familia compartilham a mesma subunidade de sinalizac&o intracelular, uma
proteina transmembrana chamada glicoproteina 130 (gp130 ou CD130) (HIBI et al.,
1990; KISHIMOTO et al., 1992; TAGA, 1992). Na via de sinalizag&o da IL-6, a citocina
primeiro se liga ao seu receptor especifico, o receptor de interleucina-6 (IL-6R ou

CD126), e o complexo formado se associa com a gp130, que se dimeriza para iniciar
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a cascata de sinalizacéo intracelular (ROSE-JOHN, 2018). A gp130 € ubiqguamente
expressa, enquanto o IL-6R é expresso em hepatdécitos e leucécitos. Dessa forma,
apenas as células que expressam o IL-6R sdo sensiveis a IL-6 (HUNTER; JONES,
2015; KANG et al., 2020). Seus principais efeitos incluem a diferenciacdo de linfocitos
T produtoras de IL-17, a proliferacdo de linfécitos B produtores de anticorpos e a
sintese de proteinas de fase aguda por hepatécitos (HUNTER; JONES, 2015; KANG
et al., 2020; KISHIMOTO, 2010; ROSE-JOHN, 2018; TANAKA; NARAZAKI,
KISHIMOTO, 2014).

O TNF-a é o principal membro da superfamilia TNF, uma das maiores familias
de citocinas, com 18 ligantes e 29 receptores. Os ligantes dessa superfamilia sédo
caracterizados por um dominio de homologia ao fator de necrose tumoral (THD), que
se liga aos dominios ricos em cisteina dos receptores de TNF (BODMER;
SCHNEIDER; TSCHOPP, 2002; SO; ISHIIl, 2019). O TNF-a é produzido
principalmente como uma proteina transmembrana (pro-TNF-a), que pode ser clivada
por uma metaloproteinase associada a membrana celular para gerar a forma soluvel
da citocina (TNF-a) (BLACK et al., 1997; LUM et al., 1999). Ambas as formas do TNF-
a sdo ativas em suas configuracbes homotriméricas e se ligam a dois receptores
distintos, o receptor de fator de necrose tumoral 1 e 2, os quais também formam
homotrimeros ao se associarem as THDs dos ligantes, resultando em um complexo
hexamero na superficie celular que inicia a transducao do sinal (BRADLEY, 2008; SO;
ISHII, 2019). Dessa forma, a via de sinalizagdo do TNF-a controla uma variedade de
processos celulares, incluindo a ativacdo de células endoteliais e leucocitos
(BRADLEY, 2008; IDRISS; NAISMITH, 2000; TRACEY; CERAMI, 1994).

Dentre as citocinas anti-inflamatorias, a IL-10 € uma das mais importantes
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989). Ela pertence a familia de citocinas anti-
inflamatorias IL-10, composta por 9 ligantes e 6 receptores (OUYANG; O'GARRA,
2019; WEl et al., 2019). O ligante IL-10 consiste em um homodimero (TAN et al., 1993;
WINDSOR et al., 1993) que se liga a um complexo receptor heterodimérico formado
por um receptor de ligacédo ao ligante, o receptor de interleucina-10 do tipo 1, e um
receptor acessorio de sinalizacao intracelular, o receptor de interleucina-10 do tipo 2
(MOORE et al.,, 2001). Como ambos os receptores de IL-10 sdo amplamente
expressos entre os leucocitos, a agao anti-inflamatoria da IL-10 se estende a varios
aspectos da resposta imunolégica (BURMEISTER; MARRIOTT, 2018; MOORE et al.,
2001; MOSSER; ZHANG, 2008; WEI et al., 2019; WOLK et al., 2002).
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Para que os macrofagos desempenhem todas essas funcdes, eles precisam ser
ativados por DAMPs e PAMPs (DALBY, 2018; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Esse
processo € mediado por PRRs, como o TLR4, que reconhece o LPS, o principal
componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas (BEUTLER, 2002;
BEUTLER; DU; POLTORAK, 2001). O LPS bacteriano consiste em um dominio
hidrofébico (chamado lipideo A ou endotoxina), um oligossacarideo central (chamado
core) e um polissacarideo distal (chamado antigeno O) (RAETZ; WHITFIELD, 2002).
O reconhecimento de quantidades minimas de LPS pelo TLR4 é capaz de iniciar uma
cascata de sinalizacao intracelular na qual a informacéo é transmitida do TLR4 para o
nacleo da célula por meio de uma série de interacdes proteina-proteina e fosforilacao
de proteinas que estimula a expressado de genes relacionados a funcdo efetora dos
macroéfagos (Figura 3) (KUZMICH et al., 2017).

Figura 3 — Via de sinalizacdo LPS/TLR4/MAP quinases.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Inicialmente, o LPS é reconhecido pela LBP e, entéo é transferido para o TLR4 por meio de
uma série de interagBes proteina-proteina. Em seguida, o TLR4 se associa para formar um
heterodimero que ativa vias de sinalizagédo intracelular, como as MAP quinases, que, por sua
vez, ativam fatores de transcricdo que induzem a expressdo de genes relacionados a
inflamacao.
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O reconhecimento do LPS pelo TLR4 ocorre de forma indireta, sendo necessaria
a participacao de proteinas acessorias para que o TLR4 se torne responsivo ao LPS.
Inicialmente, o LPS é reconhecido pela proteina de ligagdo ao lipopolissacarideo
(LBP), uma glicoproteina presente no sangue ou fluido extracelular com a qual o LPS
forma um complexo soltuvel de alta afinidade (GIOANNINI et al., 2005; HAILMAN et
al., 1994; IOVINE et al., 2002; YU; WRIGHT, 1996). Em seguida, a LBP interage com
o homodimero CD14, ancorado na membrana celular ou solavel, e o LPS é, entéo,
transferido da LBP para o CD14 (KELLEY et al., 2013; KIM et al., 2005; KITCHENS,
2000; PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015; TOBIAS et al., 1995). Por fim, o CD14
interage com os dominios extracelulares de repeticdo rica em leucina (LRR) 13 e 15
do TLR4 e o LPS é novamente transferido, desta vez, do CD14 para a proteina de
diferenciacdo mieloide 2 (MD-2), que estd ligada ao TLR4. Dessa forma, a base
estrutural da especificidade do TLR4 para o LPS reside nos dominios extracelulares
do receptor LRR13 e LRR15, os quais sdo essenciais para a transferéncia do LPS do
CD14 para a MD-2, que, entéo, se liga ao dominio lipideo A do LPS (CIESIELSKA,;
MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021; DA SILVA CORREIA et al., 2001; GIOANNINI et
al., 2005; KIM; KIM, 2017; RYU et al., 2017).

A proxima etapa, a transducdo do sinal, € iniciada pela dimerizacdo de dois
complexos LPS/MD-2/TLR4, colocando os dominios citoplasmaticas de sinalizacéo
intracelular de cada TLR4 em justaposicdo (MENG et al., 2011; PANTER; JERALA,
2011; PARK et al., 2009). Esses dominios séo do tipo TIR e cada um deles forma uma
interacdo homofilica com os dominios TIR de duas proteinas adaptadoras
downstream, a proteina adaptadora contendo o dominio receptor de Toll/interleucina
-1 (TIRAP) (BONHAM et al., 2014; HORNG et al., 2002) e o adaptador de transducéo
de sinal imunoldgico inato MYD88 (MYD88) (FITZGERALD et al., 2001).

O TLR4 interage primeiro com a TIRAP, que atua como um regulador do sinal
do receptor. Essa proteina possui um dominio de ligacdo de fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato, responsavel pelo recrutamento e ancoramento da proteina na face citosélica
da membrana celular, onde atua facilitando o recrutamento e ligagdo da proteina
adaptadora MYD88 (KAGAN; MEDZHITOV, 2006). A proteina adaptadora MYD88
possui um dominio de morte que recruta a quinase associada ao receptor de
interleucina-1 (IRAK) 4 para formar o complexo MYD88/IRAK4, o qual recruta a
IRAK1/2, formando o um oligbmero chamado myddosome. Essa conformacao permite
a autofosforilacado da IRAK4 e a fosforilagdo da IRAK1/2 pela IRAK4 (FERRAO et al.,
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2014; LIN; LO; WU, 2010; MOTSHWENE et al., 2009). Além disso, a formacao do
myddosome recruta o fator associado ao receptor de fator de necrose tumoral (TRAF)
6 (GUVEN-MAIOROV et al., 2015; WU, 2013). A proteina TRAF6 é uma ligase de
ubiquitina que, apos sofrer autoubiquitinacdo, move-se em dire¢cdo ao citoplasma,
onde ativa vias de sinalizacédo intracelular, como as MAP quinases (KUZMICH et al.,
2017; LU; YEH; OHASHI, 2008; WALSH; LEE; CHOI, 2015).

As MAP quinases referem-se a um grupo de proteinas estruturalmente
relacionadas que desempenham um papel central na imunidade e em varios outros
aspectos do organismo. Essas proteinas sdo quinases que fosforilam residuos de
serina-treonina e, entdo, ativam a proteina a jusante. Assim, as MAP quinases
funcionam como comutadores downstream baseados em fosforilagdo que transmitem
o sinal do TLR4 (KAWAI; AKIRA, 2007; KUZMICH et al., 2017; LU; YEH; OHASHI,
2008). A familia MAP quinase inclui trés proteinas quinases em varias isoformas: a
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) 1-8, a quinase N-terminal c-Jun (JNK)
1-3 e a p38-qa, -B, -y e -0 (DHILLON et al., 2007; KIM; CHOI, 2010; SCHAEFFER;
WEBER, 1999). Cada eixo de sinalizacdo das MAP quinases inclui pelo menos trés
componentes: uma MAP quinase quinase quinase, uma MAP quinase quinase e uma
MAP quinase. Na cascata de sinalizacdo intracelular, a MAP gquinase quinase quinase
fosforila e ativa a MAP quinase quinase, que fosforila e ativa a MAP quinase, que
fosforila e ativa fatores de transcricdo, que induzem a expressdo de genes cujos
produtos sdo importantes para a resposta efetora dos macréfagos (KIM; CHOI, 2010,
2015; LAVOIE; GAGNON; THERRIEN, 2020).

Dessa forma, os efeitos imunossupressores apresentados pela PAT, os quais
abrangem véarios componentes do sistema imunoldgico, especialmente os macrofagos
(BOURDIOL; ESCOULA; SALVAYRE, 1990; ESCOULA et al., 1988a; ESCOULA et
al., 1988b; OH et al., 2012; OH et al., 2015a; OH et al., 2015b; OZSOY et al., 2008;
TSAI et al.,, 2016), justificam a investigacdo da sinalizacdo envolvida durante o
processo inflamatorio agudo. Além disso, o estudo do potencial anti-inflamatério da
PAT é justificado pela demanda por novas ferramentas farmacoldgicas para o controle
da inflamacéo, uma vez que a inflamacao é um fator determinante para a progressao
de muitas doencas (ARULSELVAN et al.,, 2016). Adicionalmente, os farmacos
disponiveis para o tratamento da inflamag&o apresentam inumeros efeitos adversos
guando utilizados por longos periodos (BACCHI et al., 2012; ORAY et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar o efeito da PAT em macrofagos peritoneais murinos ativados com LPS.

3.2 Objetivos especificos

Estimar o efeito da PAT na viabilidade de macrofagos peritoneais murinos;

e Determinar o efeito da PAT na producao de 6xido nitrico;

e Avaliar o efeito da PAT na expresséo das proteinas CD69, iNOS e TLR4;

e Quantificar o efeito da PAT na expressdo do acido ribonucleico mensageiro
(mRNA) que codifica as proteinas CD69, COX-2, IL-1B e iNOS;

e Determinar o efeito da PAT na producao das citocinas IL-1(, IL-6, IL-10 e TNF-

a;

¢ Avaliar o efeito da PAT na fosforilagcdo das MAP quinases ERK, JNK e p38.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local darealizagdo dos experimentos

Os protocolos experimentais foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Celular e Molecular, no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular, no LIMFA e no
ONCOFAR do CBiotec da UFPB (Joado Pessoa, PB, BR) e no Laboratério de Biologia
Molecular e no LCC do ICB da FURG (Rio Grande, RS, BR).

4.2 Reagentes

A PAT (massa molar: 154,12 g/mol; férmula molecular: C7HeOs; nimero de
catdlogo: P1639), a estreptomicina, a N-(1-naftil) etilenodiamina, a penicilina, a
sulfanilamida, o &cido orto-fosforico, azul de tripano, o bicarbonato de sddio, o brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT), o cloreto de sodio, o
dimetilsulféxido (DMSO), o fosfato de sédio dibasico, o fosfato de s6dio monobasico,
0 meio RPMI-1640 (numero de catalogo: R8755), o meio tioglicolato (nUmero de
catalogo: T9032-500G) e o nitrito de sédio foram comprados da Sigma-Aldrich® (St.
Louis, MO, US). A agarose, o kit de transcricdo reversa (RT) de &acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) de alta capacidade (nimero de catélogo:
4368814), o LPS de Escherichia coli (hndmero de catalogo: 00-4976-93), o reagente
TRIzol® (nimero de catalogo: 15596026), os anticorpos anti-CD16/CD32 (nimero de
catdlogo: 14-0161-86), anti-CD69 (numero de catalogo: 11-0691-81) e anti-TLR4
(nimero de catélogo: 12-9041-80), os kits de ensaio de imunoabsor¢édo enzimatica
(ELISA) néo revestido para IL-13 (numero de catalogo: 88-7013-22), IL-6 (numero de
catalogo: 88-7064-22), IL-10 (nimero de catalogo: 88-7105-22) e TNF-a (numero de
catdlogo: 88-7324-22) e os oligonucleotidios foram comprados da Thermo Fisher
Scientific Inc (Waltham, MA, US). O anticorpo anti-iNOS (nimero de catalogo: sc-
7271) foi comprado da Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas, TX, US). O brometo de
etidio foi comprado da Ludwig Biotecnologia Ltda (Alvorada, RS, BR). O kit master mix
de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (JPCR) GoTag® (nimero de catalogo:
A6001) foi comprado da Promega Corporation (Madison, WI, US). O soro fetal bovino
foi comprado da Cultilab® (Campinas, SP, BR). Os anticorpos anti-p-ERK 1/2 (nimero
de catalogo: 612566), anti-p-JNK 1/2 (numero de catalogo: 562480) e anti-p-p38
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(nimero de catalogo: 560241), o tampdao de fixagdo BD Cytofix® (nimero de catalogo:
554655) e o tampdo de permeabilizacdo BD Phosflow® Il (nimero de catalogo:
558050) foram comprados da BD Biosciences (San Jose, CA, US).

4.3 Animais

Os camundongos albinos suicos fémeas (6-8 semanas) foram fornecidos pelo
Biotério Prof. Thomas George do IPeFarM da UFPB (Jodo Pessoa, PB, BR). Os
animais foram mantidos em condi¢cBes laboratoriais padrdo em um ciclo claro/escuro
de 12 h constante com temperatura controlada (21 + 2 °C). O alimento e a agua foram
fornecidos ad libitum. Os protocolos experimentais obedeceram o0s critérios
estabelecidos pela Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008). A
eutanasia dos animais foi realizada por deslocamento cervical, pois o uso de
anestésicos gerais injetaveis ou inalatérios comprometeria 0s resultados
experimentais, conforme os procedimentos de eutandasia das Diretrizes da Prética de
Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (BRASIL,
2013). Além disso, todos os protocolos adotados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituicdo (protocolo: 105/2016, data de
aprovacao do estudo animal: 16/11/2017; APENDICE A).

4.4 Isolamento de macrofagos peritoneais murinos

O exsudato peritoneal nos camundongos albinos suicos foi eliciado um com uma
injecao intraperitoneal de 2 ml de meio tioglicolato a 4% (Figura 4). Quatro dias apés,
0s animais foram eutanasiados e a cavidade peritoneal foi lavada com 5 ml de tampé&o
fosfato-salino (PBS; cloreto de sddio: 0,8760%, fosfato de sddio dibasico: 0,1550% e
fosfato de s6dio monobasico: 0,0288%) gelado, seguido por uma massagem de 30 s
e coleta do fluido. A suspenséo celular obtida da lavagem peritoneal foi centrifugada
por 5 min a 1.500 rpm (4 °C). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 2 ml de meio RPMI-1640 completo (bicarbonato de sodio: 0,002
g/ml, estreptomicina: 100 pug/ml, penicilina: 100 unidades/ml e soro fetal bovino: 10%).
As células viaveis foram contadas em uma camara de Neubauer usando a solugéo de
azul de tripano (azul de tripano: 0,4% e cloreto de sodio: 0,9%) e foram utilizadas as

células com viabilidade celular maior ou igual a 90%. Em seguida, os macrofagos
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foram separados por aderéncia em plastico. Para isso, as células peritoneais viaveis
foram plaqueadas em placas de 96 pocos de fundo plano TPP® (2x10° células/poco
em um volume final de 200 ul), TPP Techno Plastic Products AG (Trasadingen, SH,
CH), e incubadas por 2 h com o0 meio RPMI-1640 completo em uma atmosfera de 5%
de CO2 a 37 °C. Entédo, as células ndo aderentes foram descartadas. As células
restantes foram estimuladas com LPS (1 pg/ml) e tratadas com diferentes
concentracdes de PAT (62,5-4.000 ng/ml), de acordo com o trabalho de Bourdiol et al.
(1990), que usou concentracdes de 10 a 4.000 ng/ml. A solugéo estoque de PAT (5
mg/ml) foi preparada em DMSO e a concentracao final de DMSO n&o excedeu 0,08%.
Na condicdo controle, foi usado apenas meio RPMI-1640. Além disso, um segundo
grupo controle foi adicionado usado apenas DMSO e meio RPMI-1640. Apds 24 h de
incubacdo, os macréfagos foram usados para o ensaio de viabilidade celular e o
sobrenadante da cultura foi coletado para a determinacdo da producdo de o6xido
nitrico, IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a.

Figura 4 — Resumo gréafico do protocolo de isolamento de macréfagos peritoneais
murinos.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Resumidamente, foi eliciado um exsudato peritoneal nos camundongos com uma inje¢céo
intraperitoneal de meio tioglicolato. Apds 4 dias, as células peritoneais foram coletadas e os
macréfagos foram separados por aderéncia em plastico. Para isso, as células peritoneais
foram plagueadas e incubadas por 2 h com o meio RPMI-1640 completo em uma atmosfera
de 5% de CO, a 37 °C. Por fim, as células foram estimuladas com LPS (1 pg/ml) e tratadas
com diferentes concentra¢des de PAT (62,5-4.000 ng/ml).
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4.5 Efeito da PAT na viabilidade de macréfagos peritoneais murinos

A viabilidade celular foi estimada usando o reagente MTT (MOSMANN, 1983).
Para isso, como mostrado na Figura 5, foram adicionados 100 pl de meio RPMI-1640
completo contendo 10 pl da solugédo de MTT (5 mg/ml de MTT em PBS). Apés 4 h de
incubacdo, o meio contendo MTT foi descartado e o precipitado formazan foi
solubilizado em 100 pl de DMSO. A densidade Optica foi determinada a 570 nm em
espectrofotometro de microplaca BioTek® ELx800®, Thermo Fisher Scientific Inc
(Waltham, MA, US).

Figura 5 — Resumo grafico do protocolo de ensaio de viabilidade celular usando o
reagente MTT.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Resumidamente, foram adicionados 100 pl de meio RPMI-1640 completo contendo 10 pl da
solucdo de MTT (5 mg/ml de MTT em PBS) & monocamada de células. O tetrazolio MTT
(amarelo) é reduzido em formazan (roxo) pelas desidrogenases mitocondriais das células
metabolicamente ativas. Apos 4 h de incubacgéo, o meio contendo MTT foi descartado e o
precipitado formazan foi solubilizado em 100 pl de DMSO. A densidade 6ptica foi determinada
a 570 nm em espectrofotdbmetro de microplaca.

4.6 Efeito da PAT na producédo de 6xido nitrico

A producado de 6xido nitrico foi estimada indiretamente pela quantificacdo do
nitrito, o produto mais estavel do 6xido nitrico, usando a solucéo de Griess (GRIESS,

1879). Resumidamente, foram misturados 50 ul do sobrenadante da cultura com 50
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pl da solucéo de Griess (acido orto-fosforico: 5%, N-[1-naftil] etilenodiamina: 0,1% e
sulfanilamida: 1%) a temperatura ambiente por 10 min (Figura 6). A densidade 6ptica
foi determinada a 540 nm em espectrofotdbmetro de microplaca BioTek® ELx800°,
Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, US). Para preparacdo da curva padréo,

foi empregado nitrito de sédio.

Figura 6 — Resumo grafico do protocolo de determinacdo da producéo de oxido nitrico
usando a solucao de Griess.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Resumidamente, foram misturados 50 ul do sobrenadante da cultura com 50 pl da solugéo de
Griess a temperatura ambiente por 10 min. A reacdo de Griess consiste na diazotizagdo da
sulfanilamida pelo nitrito acidificado seguida pela reacdo de acoplamento com a N-(1-naftil)
etilenodiamina, fornecendo um croméforo azo (rosa). A densidade 6ptica foi determinada a
540 nm em espectrofotdbmetro de microplaca.

4.7 Efeito da PAT na producéao das citocinas IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a

A producédo de citocinas foi determinada por ELISA sanduiche, conforme as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, as placas de 96 pocos de fundo plano para
ELISA Corning® Costar® 9018, Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, US), foram
sensibilizadas com 100 pl do anticorpo de captura e incubadas overnight a 4 °C
(Figura 7). Entdo, o sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas 5 vezes
com 300 pl de tampdo de lavagem (Tween® 20: 0,05% em PBS). Os sitios de
interacdes inespecificas foram bloqueados com 200 pl do diluente ELISA/ELISPOT
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(1X) e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Apos 5 lavagens,
foram adicionados 100 pl do sobrenadante da cultura e as placas foram incubadas
overnight a 4°C. ApGs 5 lavagens, foram adicionados 100 pl do anticorpo de deteccdo
biotinilado e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Apés 5
lavagens, foram adicionados 100 pl da enzima estreptavidina-HRP e as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 30 min. Apos 5 lavagens, foram adicionados
100 pl do substrato tetrametilbenzidina e as placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 15 min. Entéo, foram adicionados 100 pl da solugédo de parada (acido
orto-fosforico: 1 M). A densidade Optica foi determinada a 450 nm em
espectrofotdometro de microplaca BioTek® ELx800®, Thermo Fisher Scientific Inc

(Waltham, MA, US). Foram usadas citocinas recombinantes para a curva padréo.

Figura 7 — Resumo gréfico do protocolo de determinacéo da producéo de IL-1pB, IL-6,
IL-10 e TNF-a por ELISA.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Resumidamente, as placas foram sensibilizadas com 100 pl do anticorpo de captura, que se
liga especificamente a um determinado epitopo do antigeno. Apds overnight, foram
adicionados 100 ul do sobrenadante da cultura para imobilizacdo dos antigenos na superficie
dos pocos da placa para ELISA. Ap6s overnight, foram adicionados 100 pl do anticorpo de
deteccdo biotinilado, que se liga especificamente a outro determinado epitopo do antigeno.
Apo6s 1 h, foram adicionados 100 pl da enzima estreptavidina-HRP. Ap6s 30 min, foram
adicionados 100 pl do substrato tetrametilbenzidina e as placas foram incubadas por 15 min.
A enzima estreptavidina-HRP consiste em uma proteina chamada estreptavidina, que se liga
especificamente & biotina presente no anticorpo de deteccédo, conjugada com enzimas HRP,
responsaveis pela catalise do substrato tetrametilbenzidina e, consequentemente, geracao do
sinal. Por fim, foram adicionados 100 pl da solucdo de parada (acido orto-fosférico: 1 M) e a
densidade optica foi determinada a 450 nm em espectrofotdmetro de microplaca.
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4.8 Efeito da PAT na expressao do mRNA que codifica as proteinas CD69, COX-
2,IL-1B e INOS

Os macroéfagos isolados da cavidade peritoneal foram plaqueados em placas de
6 pocos de fundo plano TPP® (2x10°8 células/poco em um volume final de 2 ml), TPP
Techno Plastic Products AG (Trasadingen, SH, CH), para aderéncia. Entdo, as células
foram estimuladas com LPS (1 pg/ml) e tratadas com PAT (250 ng/ml). Apos 24 h de
incubacdo, o RNA total foi extraido da monocamada de células usando o reagente
TRIzol®, conforme as instrucdes do fabricante (Figura 8). A densidade 6ptica foi
determinada a 260 nm (quantidade) e 260/280 nm (qualidade) em espectrofotdbmetro
BioDrop pLite, SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, BW, DE). A integridade do
RNA foi confirmada por eletroforese em gel (agarose: 1,5% brometo de etidio: 0,5
pg/mL). O cDNA foi sintetizado pela RT de 1 pg do RNA usando o kit de RT de cDNA
de alta capacidade, conforme as instru¢cdes do fabricante, e um termociclador TC-
3000, Mason Technology (Dublin, DB, IE). A gPCR foi realizada conforme o protocolo
do kit master mix de qPCR GoTag® em termociclador 7300 Real-Time PCR System,
Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA, US). Os iniciadores especificos para cada
gene (Tabela 1) foram projetados baseados em sequéncias disponiveis no banco de
dados GenBank® usando a ferramenta Primer-BLAST® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)
e as caracteristicas dos iniciadores foram avaliadas usando a ferramenta
OligoAnalyzer® (https://www.idtdna.com). A eficiéncia de amplificacdo de cada par de
iniciadores foi avaliada por reacdes de diluicdes seriadas. Os genes Actb e Gapdh,
que codificam a B-actina e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
respectivamente, foram usados como genes de referéncia apds apresentarem
estabilidade quando testados com a ferramenta geNorm (VANDESOMPELE et al.,
2002). O fator de normalizacao foi calculado como a média geométrica dos valores de
expressdo do mRNA dos genes de referéncia testados usando a ferramenta geNorm.
Por fim, os niveis de expresséo relativa do mRNA dos genes alvos foram calculados
como a razdo do valor da expressdao do mRNA de cada gene alvo pelo fator de

normalizacgé&o.
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Figura 8 — Resumo grafico do protocolo de quantificacdo da expressdo do mRNA do
CD69, COX-2, IL-1B e iNOS por RT-gPCR.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Resumidamente, o RNA total foi extraido da monocamada de células usando o reagente
TRIzol®. Entdo, o cDNA foi sintetizado pela RT de 1 ug do RNA usando o kit de RT de cDNA
de alta capacidade. Por fim, a gPCR foi realizada conforme o protocolo do kit master mix de
gPCR GoTaq® usando um termociclador e os valores de ciclos (Ct) foram analisados.

Tabela 1 — Iniciadores usados na RT-gPCR.

Tamanho Eficiénciade

Gene Sequéncia do iniciador (5°-3’) o GenBank
do produto amplificacéo

F: AGCTACATCTCTCCGTGGACC
Cd69 148 pb 97.7% NM_001033122.4

R: GTATACTGGTGCCATGGTCCTTC

F: TGCCACCTTTTGACAGTGATG
l11b 138 pb 90.9% NM_008361.4

R: TGATGTGCTGCTGCGAGATT

F: TCTAGTGAAGCAAAGCCCAAC
Nos2 142 pb 106.2% NM_001313921.1

R: CACATACTGTGGACGGGTCG

F: AGCCAGGCAGCAAATCCTT
Ptgs2 100 pb 111.3% NM_011198.4

R: CAGTCCGGGTACAGTCACAC

F: CACTGTCGAGTCGCGTCC
Actb 89 pb 100.6% NM_007393.5

R: TCATCCATGGCGAACTGGTG
F: GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC

Gapdh 136 pb 105.8%  NM_001289726.1
R: ATGAAGGGGTCGTTGATGGC

Notas: Cd69: CD69; ll1b: IL-1B; Nos2: INOS; Ptgs2: COX-2; Actb: B-actina; Gapdh: GAPDH.
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4.9 Efeito da PAT na expressédo das proteinas CD69 e TLR4

Os macro6fagos isolados da cavidade peritoneal foram plagueados em placas de
6 pocos de fundo plano hidrofébicas CELLSTAR® (1,5x108 células/poco em um
volume final de 2 ml), Greiner AG (Kremsmiinster, OO, AT), para aderéncia. Entdo, as
células foram estimuladas com LPS (1 pg/ml) e tratadas com PAT (250 ng/ml). ApGs
24 h de incubacdo, como mostrado na Figura 9, as células foram coletadas e
transferidas para placas de 96 pocos de fundo U CELLSTAR®, Greiner AG
(Kremsmiinster, OO, AT). Entdo, as células foram blogqueadas para prevenir
interacbes mediadas por Fc inespecificas usando o anticorpo anti-CD16/CD32 e
marcadas separadamente com os anticorpos anti-CD69 (FITC) e anti-TLR4 (PE),
conforme as instru¢gfes do fabricante. Por fim, as células foram ressuspendidas em
tampdo PBS e avaliadas em citémetro de fluxo BD FACSCanto® Il, Becton, Dickinson
and Company (Franklin Lakes, NJ, US). Foi adquirido um minimo de 10.000 eventos

para cada amostra.

Figura 9 — Resumo gréfico do protocolo de avaliacdo da expressao de CD69, INOS e
TLR4 e da fosforilagdo das MAP quinases ERK, JNK2 e p38 por citometria

de fluxo.
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Fonte: Producéo do proprio autor.

Resumidamente, as células foram coletadas e transferidas para placas de 96 pocos de fundo
U e marcadas separadamente com os anticorpos fluorescentes. Por fim, as células foram
avaliadas usando um citbmetro de fluxo e a intensidade da fluorescéncia correspondente a
marcacdo do anticorpo foi determinada.
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4.10 Efeito da PAT na expressao da proteina iNOS e na fosforilagdo das MAP
guinases ERK, JNK e p38

As mesmas condi¢cdes de cultura foram realizadas para a avaliacdo da
expressdo de iNOS e da fosforilacdo das MAP quinases ERK, JNK e p38, conforme
descrito na sessao anterior. Apés 24 h de incubacéo, as células foram coletadas e
transferidas para placas de 96 pocos de fundo U CELLSTAR®, Greiner AG
(Kremsmiuinster, OO, AT). Entao, as células foram fixadas usando o tamp&o de fixacdo
BD Cytofix® e permeabilizadas usando o tampéo de permeabilizagdo BD Phosflow® Il
por 30 min cada, conforme as instru¢cdes do fabricante. Posteriormente, as células
foram marcadas separadamente com os anticorpos anti-iINOS (PE), anti-p-ERK 1/2
(PE), anti-p-JNK 1/2 (PE) e anti-p-p38 (PE-Cy7), conforme as instru¢des do fabricante.
Por fim, as células foram ressuspendidas em tampado PBS e avaliadas em citdmetro
de fluxo BD FACSCanto® Il, Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ,
US). Foi adquirido um minimo de 10.000 eventos para cada amostra.

4.11 Andlise de dados de citometria de fluxo

Os dados de citometria de fluxo foram analisados usando o software FlowJo® X
versdo 10.6.2, FlowJo LLC (Ashland, OR, US). Resumidamente, as células foram
visualizadas usando os parametros de dispersao frontal e lateral (tamanho e
complexidade interna, respectivamente) e uma regido foi criada na populacdo de
macrofagos. Entédo, a intensidade da fluorescéncia correspondente a marcacédo do

anticorpo foi determinada.

4.12 Andlise estatistica

A curva de inibicdo foi ajustada por analise de regresséo nao linear assumindo
um modelo de curva de concentracéo-resposta sigmoide e a metade da concentracao
inibitéria maxima (ICso) foi estimada. Todos os dados foram expressos como média
+erro padrdo da média (SEM) e analisados usando o software GraphPad Prism®
versdo 9.1.0, GraphPad Software Inc (San Diego, CA, US), usando analise de
variancia (ANOVA) one-way seguida do teste de Tukey para multiplas comparacoes.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da PAT na viabilidade de macréfagos peritoneais murinos

Foi avaliado o efeito da PAT na viabilidade de macréfagos peritoneais murinos.
A PAT nas concentracdes de 62,5; 125 e 250 ng/ml ndo afetou a viabilidade celular
(Figura 10 A). Por outro lado, concentragbes mais altas de PAT (500, 1.000, 2.000 e
4.000 ng/ml) reduziram significativamente a viabilidade celular (38,6; 49,9; 69,9 e
93,3%, respectivamente) com o valor de ICso de 963,2 ng/ml. Além disso, como
mostrado na Figura 10 B, as concentracBes nao toxicas de PAT (62,5; 125 e 250
ng/ml) ndo aumentaram a morte celular induzida pelo LPS, sendo escolhidas para os

proximos ensaios.

Figura 10 — Efeito da PAT na viabilidade de macréfagos peritoneais murinos.
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(A) Os macrofagos (n = 4 em triplicada) foram tratados com diferentes concentragfes de PAT
(62,5-4.000 ng/ml). (B) Os macréfagos (n = 6 em triplicata) foram tratados com LPS e PAT
(62,5, 125 e 250 ng/ml). ApGs 24 h de incubacéo, a viabilidade celular foi estimada usando o
reagente MTT. Os resultados foram expressos como média + SEM e analisados usando o
software GraphPad Prism® versdo 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste de Tukey.

****n < 0,0001 comparado com o grupo controle.




5 RESULTADOS 58

5.2 Efeito da PAT na producéo de 6xido nitrico

O LPS representa um dos principais indutores da producéo de 6xido nitrico em
macrofagos (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; MONCADA, 1999). De acordo com
dados anteriores do nosso grupo (FAHEINA-MARTINS et al., 2017; SALES-NETO et al.,
2019), os macrofagos estimulados mostraram um aumento significativo na producao
do éxido nitrico (95,9 uM) em comparacao com o grupo controle (Figura 11). Por outro
lado, a PAT (62,5; 125 e 250 ng/ml) reduziu significativamente a producao do 6xido
nitrico induzida pelo LPS (41,1; 77,3 e 98,4%, respectivamente). A concentracao de

250 ng/ml de PAT foi escolhida para os proximos ensaios.

Figura 11 — Efeito da PAT na producédo de 6xido nitrico.
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Os macrofagos (n = 6 em triplicata) foram tratados com LPS e PAT (62,5, 125 e 250 ng/ml).
Ap6s 24 h de incubacédo, a producao de 6xido nitrico foi determinada usando a solucdo de
Griess. Os resultados foram expressos como média + SEM e analisados usando o software
GraphPad Prism® versdo 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. ****p <
0,0001 comparado com o grupo LPS; ####p < 0,0001 comparado com o grupo PAT (62,5
ng/ml) + LPS; e §888p < 0,0001 comparado com o grupo PAT (125 ng/ml) + LPS.
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5.3 Efeito da PAT na expressao das proteinas CD69, iNOS e TLR4

Conforme mostrado na Figura 12 A, B, C e D, o grupo controle apresentou a
expressdo basal do CD69, INOS e TLR4, enquanto o grupo LPS apresentou a
superexpressao dessas proteinas nos macréfagos ativados. Em oposicéo, a PAT (250
ng/ml) reduziu significativamente a expressdo do CD69 (63,1%), INOS (83,5%) e
TLR4 (91,9%) na presenca do LPS.

Figura 12 — Efeito da PAT na expresséao das proteinas CD69, iINOS e TLR4.
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Os macrofagos (n = 4) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Apés 24 h de incubacao,
os histogramas de fluorescéncia representativos (A) e a expressado de CD69* (B), INOS* (C)
e TLR4" (D) foram avaliados por citometria de fluxo. Os dados da citometria de fluxo foram
analisados usando o software FlowJo® X verséo 10.6.2. Os resultados foram expressos como
média + SEM e analisados usando o software GraphPad Prism® versdo 9.1.0 usando ANOVA
one-way seguida do teste de Tukey. ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado com o grupo
LPS e ####p < 0,0001 comparado com o0 grupo controle.
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5.4 Efeito da PAT na expressdao do mRNA que codifica as proteinas CD69, COX-
2,IL-1B e INOS

Como esperado, a estimulagdo com o LPS induziu um aumento significativo na
expressdo do mRNA do CD69, COX-2, IL-1B e INOS (Figura 13 A, B, C e D
respectivamente). A PAT (250 ng/ml) reduziu significativamente a expressao do
MRNA da COX-2 (55,6%) e da iINOS (100,0%) na presenca do LPS, sem interferir na
expressao do mRNA do CD69. Além disso, a PAT aumentou em 151,3% a expressao

do mRNA da IL-18 em combinac&o com o LPS.

Figura 13 — Efeito da PAT na expressdo do mRNA que codifica as proteinas CD69,
COX-2, IL-1B e INOS.
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Os macroéfagos (n = 6 em duplicata) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Apés 24 h
de incubacéo, a expressdao do mRNA do CD69 (A), COX-2 (B), IL-1B8 (C) e iNOS (D) foi
guantificada por RT-gPCR. Os resultados foram expressos como média + SEM e analisados
usando o software GraphPad Prism® verséo 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste
de Tukey. **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado com o grupo LPS.
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5.5 Efeito da PAT na producéao das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a

Como as citocinas modulam a producédo de 6xido nitrico (GELLER; BILLIAR, 1998;
XIE et al., 1992), foi avaliado se a PAT interfere na produgé&o de citocinas anti-(IL-10) e
pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) usando macrofagos estimulados com LPS.
Como esperado, o LPS induziu um aumento significativo na producao de todas as
citocinas avaliadas: IL-1B (255,6 pg/ml), IL-6 (1.276,8 pg/ml), IL-10 (584,0 pg/ml) e
TNF-a (1.313,6 pg/ml) (Figura 14 A, B, C e D, respectivamente). Contudo, a PAT (250
ng/ml) reduziu significativamente a producgéo da IL-1B (80,6%) induzida pelo LPS.

Figura 14 — Efeito da PAT na produgéao das citocinas IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a.
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Os macréfagos (n = 4 em duplicata) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Apés 24 h
de incubacao, a producéo de IL-1B (A), IL-6 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) foi determinada por
ELISA. Os resultados foram expressos como média + SEM e analisados usando o software
GraphPad Prism® versdo 9.1.0 usando ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. ****p <
0,0001 comparado com o grupo LPS.
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5.6 Efeito da PAT na fosforilacdo das MAP quinases ERK, JNK e p38

A via de sinalizagdo das MAP guinases regula varios eventos durante o processo
inflamatério, incluindo a producéo de oxido nitrico (RAMACHANDRAN; LUPFER; ZAKI,
2018). Para investigar o mecanismo de acdo da PAT, foi realizada a analise da
fosforilacdo de ERK, JNK e p38. Como esperado, o LPS induziu um aumento
significativo na fosforilacéo de todas as MAP quinases avaliadas (Figura 15 A, B, C e
D, respectivamente). Em contraste, a PAT (250 ng/ml) reduziu significativamente a

fosforilacdo da ERK (89,5%), JNK (77,5%) e p38 (72,3%) nos macrofagos
estimulados.

Figura 15 — Efeito da PAT na fosforilacdo das MAP quinases ERK, JNK e p38.
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Os macrofagos (n = 4) foram tratados com LPS e PAT (250 ng/ml). Apés 24 h de incubacéao,
os histogramas de fluorescéncia representativos (A) e a fosforilagéo de p-ERK 1/2* (B), p-JNK
1/2* (C) e p-p38* (D) foram avaliados por citometria de fluxo. Os dados da citometria de fluxo
foram analisados usando o software FlowJo® X versdo 10.6.2. Os resultados foram expressos
como média + SEM e analisados usando o software GraphPad Prism® versdo 9.1.0 usando
ANOVA one-way seguida do teste de Tukey. ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 comparado com o
grupo LPS e #p < 0,05 e ###p < 0,001 comparado com o grupo controle.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou, pela primeira vez, que a PAT inibe a producéo de
oxido nitrico induzida por LPS ao suprimir a via de sinalizagdo CD69-TLR4/MAP
quinases ERK-JNK-p38/Nos2/iINOS em macrofagos peritoneais murinos. Para melhor
entender o mecanismo de sinalizacédo da PAT, foi usado o modelo de cultura primaria
de macréfagos peritoneais murinos elicitados por tioglicolato. A inje¢&o intraperitoneal
de tioglicolato gera um microambiente que elicita uma grande quantidade de
macréfagos, aproximadamente 2x107, que, apods elicitados, podem ser coletados e
usados em protocolos experimentais in vitro. Esses macrofagos existem como células
nao aderentes in situ e, quando cultivados in vitro, podem ser separados por aderéncia
em plastico (LU; VARLEY, 2013; RIOS; TOUYZ; MONTEZANO, 2017).

O ensaio de viabilidade celular mostrou que a PAT, em concentracdes de até
250 ng/ml, ndo afetou a viabilidade dos macrofagos. Esse resultado esta de acordo
com os obtidos por Bourdiol et al. (1990) quando ao utilizar macréfagos peritoneais
murinos residentes e Tsai et al. (2016) com macréfagos murinos RAW264.7. Por outro
lado, macréfagos bovinos parecem ser mais sensiveis a PAT, como mostrado por Oh
et al. (2012). Esses diferentes efeitos da PAT na viabilidade celular podem estar
associados a mudancas bioquimicas, morfoldgicas e funcionais que podem ocorrer
durante a imortalizacéo celular (RAZIN; CEDAR, 1991; TOMMASI et al., 2013).

Os macréfagos sédo derivados de fagdcitos mononucleares, os quais sdo
gerados na medula éssea e, entdo, liberados na corrente sanguinea (OKABE;
MEDZHITOV, 2016; ZHAO et al., 2018). Os macréfagos desempenham varias
funcbes, como a producdo de o6xido nitrico, um dos eventos mais proeminentes
durante a fase aguda da inflamacdo (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997,
MONCADA, 1999). Dessa forma, para investigar o efeito da PAT no processo
inflamatoério agudo, foi usado o LPS para induzir a producédo de Oxido nitrico nos
macréfagos (RAETZ; WHITFIELD, 2002). O LPS é um conhecido ativador de
macrofagos, capaz de desencadear uma vigorosa producao de oxido nitrico (DALBY,
2018). Como resultado, a PAT reduziu a produc¢éo do oxido nitrico induzida pelo LPS
de uma forma dependente de concentracdo. Este resultado & consistente com 0s
obtidos por Tsai et al. (2016). Além disso, um resultado similar foi relatado por Mayer
et al. (2017), os quais observaram que o desoxinivalenol, outro produto natural

derivado de fungo, reduziu a producéo de 6xido nitrico nas mesmas condigdes.
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O 6xido nitrico é sintetizado pela NOS, uma familia de enzimas que converte L-
arginina e oxigénio molecular em N“-hidroxi-L-arginina e posteriormente em citrulina
e Oxido nitrico. Em mamiferos, ha 3 isoformas de NOS. Notavelmente, embora todas
as isoformas conhecidas de NOS catalisem a mesma reacédo, a iINOS é a principal
isoforma envolvida na inflamacao (KLEINERT; SCHWARZ; FORSTERMANN, 2003;
SCHINDLER; BOGDAN, 2001; STUEHR, 1999). Foi avaliado se a PAT pode reduzir
a expressdo de iINOS em macréfagos ativados por LPS. A analise de citometria de
fluxo mostrou, pela primeira vez, que a PAT pode reduzir a expressdo de iNOS
dependente do LPS. Esse resultado corrobora a inibicdo da producédo do 6xido nitrico,
observada no presente trabalho. Além disso, Ferrante et al. (2008) e Sugiyama et al.
(2010) também descreveram que outros produtos derivados de fungos podem reduzir
0 Oxido nitrico e a expressao de INOS em macréfagos ativados por LPS. Juntos, esses
resultados sugerem que a expressao reduzida da iNOS ap0s o tratamento com a PAT
pode explicar parcialmente a inibicdo da produgéo do 6xido nitrico.

Uma vez que a iNOS foi expressa, ela produz continuamente 6xido nitrico até
que a enzima seja degradada. Portanto, a atividade da iINOS é regulada
principalmente por mecanismos transcricionais e poés-transcricionais (KLEINERT,;
SCHWARZ; FORSTERMANN, 2003; MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; NATHAN;
XIE, 1994a). Por essa razao, foi quantificada a expressdo do mRNA da iNOS. Como
resultado, a PAT inibiu completamente a expressao do mRNA da iNOS induzida pelo
LPS. Pela primeira vez, o efeito da PAT na via do 6xido nitrico foi expandido até o
nivel do mMRNA. Além disso, resultados similares também foram relatados por Seeboth
et al. (2012), os quais mostraram que um outro produto derivado de fungo, a toxina T-
2, reduz tanto a expressdo do mRNA da iNOS quanto a producéo de 6xido nitrico em
macrofagos alveolares suinos primarios.

Além do oxido nitrico, muitos mediadores coordenam 0s eventos iniciais da
inflamacgé@o aguda, como as citocinas anti- e pro-inflamatérias (DE OLIVEIRA et al.,
2011). Essas citocinas atuam de forma autocrina, paracrina e até mesmo endocrina
ligando-se a receptores na superficie celular dos macrofagos para modular a producao
de Oxido nitrico. Geralmente, as citocinas anti-inflamatérias regulam negativamente a
producdo de oOxido nitrico, enquanto as citocinas proé-inflamatérias regulam
positivamente (CHESROWN et al., 1994; GELLER; BILLIAR, 1998; NATHAN, 1992;
NATHAN; XIE, 1994b; PERRELLA et al., 1996; PERRELLA et al., 1994; XIE et al.,

1992). A respeito disso, foi avaliada a producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 e
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das citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-6 e TNF-a em macrofagos. Foi visto que a
PAT reduziu a producéo da IL-1B3, embora a expressao do mRNA da IL-1[3 tenha sido
regulado positivamente na presenga do LPS.

A citocina IL-1[3 é primeiro sintetizada como um precursor citoplasmatico (pro-IL-
1B) e, entéo, clivada para gerar a forma madura (IL-1B), que é secretada para o meio
extracelular e realiza varias funcdes pro-inflamatorias. A clivagem da IL-1B é
controlada no nivel pos-traducional por maturacdo proteolitica dependente de
inflamassoma. Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos citosoélicos que se
formam em resposta a DAMP e PAMP. Na ativacao canénica, o inflamassoma induz
a ativacdo de caspases proé-inflamatérias, principalmente a caspase-1, que clivam a
pro-IL-1B, gerando a IL-1B (GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010; RATHINAM;
VANAJA; FITZGERALD, 2012; WALSH; MURUVE; POWER, 2014). Os
inflamassomas murinos requerem uma ativacdo em duas etapas. O primeiro sinal
(priming) ativa a expressédo da pro-IL-13 e da caspase-1 e o segundo sinal (driving)
promove a clivagem da pré-IL-1B pela protease caspase-1 (GAIDT et al., 2016;
HUGHES; O'NEILL, 2018). Assim, a reducao da producao da IL-1 apds o tratamento
com a PAT pode estar relacionada ao comprometimento da maturacdo dependente
de inflamassoma/caspase-1. Esta hipotese € apoiada por evidéncias de Tsai et al.
(2016), que mostraram que a PAT bloqueou a expressdo de caspase-1 e
inflamassoma NLRP3, bem como a produc¢édo de IL-13, em macrofagos J774.1. Além
disso, a regulacdo negativa da via do 6xido nitrico, observada no presente trabalho,
pode estar relacionada aos niveis reduzidos da IL-1B, uma vez que ela € um dos
indutores da producéo de o6xido nitrico (PERRELLA et al., 1996; PERRELLA et al.,
1994).

Por outro lado, h4 uma modulacdo mutua entre as vias da COX e da NOS. A
COX é modulada pelo 6xido nitrico, enquanto a NOS é modulada pelos prostanoides,
o produto da oxidagdo do acido araquiddnico catalisada pela COX. Assim como a
familia NOS, a familia COX consiste em isoformas constitutiva (COX-1) e induzida
(COX-2) (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017; SALVEMINI, 1997; SALVEMINI; KIM;
MOLLACE, 2013; SALVEMINI et al., 1993; SOROKIN, 2016). Uma vez que a
interacdo entre essas vias se estende aos niveis transcricional e pés-transcricional
(SOROKIN, 2016), foi avaliado o efeito da PAT na expressdao do mRNA da COX-2
induzida por LPS e a superexpressao desse mRNA foi reduzida. Portanto, pode haver
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uma regulacdo negativa mutua das vias da COX e da NOS induzida pela PAT que
contribui para o comprometimento da producao do éxido nitrico.

Além disso, foi relatado que o crosstalk do CD69 induz uma forte producédo de
oxido nitrico em monaocitos humanos (DE MARIA et al., 1994). Nesse contexto, Marzio
et al. (1997) demonstraram que macréfagos murinos também apresentam um
aumento significativo na producdo de Oxido nitrico quando estimulados com o
anticorpo monoclonal anti-CD69. O CD69 é um receptor de lectina do tipo C ligado a
membrana celular regulado positivamente apos a ativagdo dos macréfagos (CIBRIAN;
SANCHEZ-MADRID, 2017; SANCHO; GOMEZ; SANCHEZ-MADRID, 2005). Entao,
foi estudado o efeito da PAT na expressédo da proteina e do mRNA do CD69 apés a
estimulacdo com LPS. A andlise de citometria de fluxo mostrou que a PAT reduziu a
expressdo do CD69 dependente do LPS, embora a expressdo do mRNA néo tenha
sido afetada. Dessa forma, os dados sugerem que a PAT poderia atuar impedindo o
transporte do CD69 para a superficie celular. Contudo, a disponibilidade reduzida do
CD69 na superficie celular poderia maximizar a supressao da via do 6xido nitrico, uma
vez que a estimulacdo do CD69 ativa a via supracitada (DE MARIA et al., 1994;
MARZIO et al., 1997).

Além do CD69, o TLR4 é outro receptor ligado a membrana celular que
desencadeia uma robusta producéo de 6xido nitrico quando estimulado. O TLR4 é um
membro da familia TLR que é ativado pelo LPS (PARK; LEE, 2013). O TLR4 transmite
o sinal de reconhecimento do agonista para estimular a producéo de 6xido nitrico por
vias de sinalizacdo intracelular, como a via das MAP quinases (KAWAI; AKIRA, 2007;
KUZMICH et al., 2017; RAMACHANDRAN; LUPFER; ZAKI, 2018). A andlise de
citometria de fluxo mostrou que a PAT reduziu a expressao da proteina TLR4, mas
ndo do mMRNA (dados ndo mostrados), na presenca do LPS. De forma analoga ao
CD69, a disponibilidade reduzida do TLR4 na superficie celular poderia maximizar a
supressao da via do 6xido nitrico. Além disso, a regulagdo negativa do TLR4 sugere
gue os componentes downstream da via do TLR4, como as MAP quinases, também
serdo afetados.

Em mamiferos, as MAP quinases incluem trés serina/treonina quinases em
vérias isoformas: ERK 1-8, JNK 1-3 e p38-q, -, -y e -6. Essas quinases regulam varias
atividades celulares, como apoptose, diferenciacdo, imunidade, inflamacdo e
proliferacdo. As MAP quinases ativadas fosforilam diversas proteinas alvo, como o0s

fatores de transcrigdo, que levam a expressao de genes alvos, como o0 Nos2, um dos
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genes envolvidos na producdo do oOxido nitrico (KIM; CHOI, 2010, 2015). Para
examinar o efeito da PAT na via das MAP quinases, foi avaliado a fosforilagcdo das
trés MAP quinases (ERK, JNK e p38). A andlise de citometria de fluxo mostrou que a
PAT reduziu a fosforilacdo induzida pelo LPS de todas as MAP quinases avaliadas
(ERK, JNK e p38). Portanto, a reducao da producdo do oxido nitrico pode ser uma
consequéncia da regulacao negativa da fosforilacdo das MAP quinases. Esta hipétese
€ apoiada pela observagdo de que vérios inibidores de MAP quinases bloqueiam a
producédo de 6xido nitrico também bloqueiam a expressédo da iNOS (MRNA e proteina)
(AJIZIAN; ENGLISH; MEALS, 1999; CHAN; RICHES, 2001; CHOI et al., 2011; LAHTI
et al., 2000; QU et al., 2017; WAAK et al., 2009).

Em conjunto, esses dados mostram, pela primeira vez, a acédo anti-inflamatéria
da PAT em cultura primaria de macréfagos peritoneais murinos. Além disso, o
presente trabalho detalha o mecanismo de acédo da PAT na inibicdo da producao de
oxido nitrico induzida por LPS, sugerindo a seguinte via de sinalizacdo: CD69-
TLR4/MAP quinases ERK-JNK-p38/Nos2/iNOS.
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Em conjunto, esses dados inéditos sugerem que a PAT suprime a resposta
inflamatdria aguda ao inibir a produgéo de oxido nitrico, inibindo elementos centrais
desta via, como o TLR4, as MAP quinases ERK, JNK e p38, o mRNA que codifica a
INOS, a proteina INOS e, por fim, a producdo do o6xido nitrico em macréfagos
peritoneais murinos. Além disso, vias relacionadas, como o CD69, também foram
suprimidas pela patulina, sugerindo um novo modo de agdo para esta substancia.
Assim, a PAT pode se tornar uma ferramenta farmacol6gica promissora para o

controle da inflamacé&o, capaz de inibir completamente a via do 6xido nitrico.

Figura 16 — Patulina inibe a producéo de 6xido nitrico induzida por LPS ao suprimir a
via de sinalizacdo das MAP quinases.
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ABSTRACT

Context: Pyocyanin is a typical Pseudomonas aeruginosa virulence factor, a common Gram-negative
rod responsible for a wide range of severe nosocomial infections. There is evidence indicating that
pyocyanin has multiple biological activities, but little is known about anti-inflammatory properties.
Objective: This study investigated pyocyanin effect on nitric oxide and cytokine production in lipo-
polysaccharide (LPS)-activated murine peritoneal macrophages.

Materials and methods: Macrophages were incubated in the presence and absence of pyocyanin
(1, 5, 10, 50, and 100 pM) with and without LPS (1 pg/mL). Nitric oxide production was determined by
Griess reagent and tumor necrosis factor (TNF)-o. and interleukin (IL)-1B production was assessed by
enzyme-linked immunosorbent assay. In addition, pyocyanin effects on zymosan A-induced peritonitis
in mice were evaluated.

Results: Pyocyanin (5 and 10 pM) decreased nitric oxide, TNF-o, and IL-1f production independent of
macrophage death. On the other hand, in vivo, pyocyanin (5 mg/kg) was not able to affect leukocyte
migration into the site of inflammation.

Discussion and concl Thus, our findings suggest that pyocyanin exerts anti-inflammatory effects
on murine peritoneal macrophages, downregulating nitric oxide, TNF-o, and IL-1p levels, which seems
to be independent of cell migration. These effects may represent a mechanism of immune evasion;
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nevertheless more detailed studies should be performed to confirm this hypothesis.

Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a common Gram-negative rod
responsible for a wide range of severe nosocomial infections,
being often associated with individuals with immunodefi-
ciency diseases, which include burns, human immunodefi-
ciency virus, cystic fibrosis, and patients undergoing cancer
chemotherapy [1]. Infections caused by P. aeruginosa can
affect several body systems, such as central nervous system
[2], respiratory tract [3], sensory system [4], urinary tract [5],
and vascular system [6]. Throughout infection, P. aeruginosa
releases several virulence factors that help pathogen, contri-
buting to infection establishment and reestablishment. Some
of these virulence factors are pigmented, such as pyoverdine
(yellow-green), pyomelanin (brown-reddish), and pyocyanin
(greenish-blue) [7,8]. Pyocyanin, also known as 5-methyl-
1(5H)-phenazinone, is a redox-active, heterocyclic, nitrogen-
containing compound belonging to the class of natural
phenazines [9], representing the greater amount phenazine
produced by P. aeruginosa and one of the more important
virulence factor produced by this pathogen [10,11].
Pyocyanin is exclusively synthesized by P. aeruginosa from
chorismic acid, which is converted by PhzA, PhzB, PhzC,
PhzD, PhzE, PhzF, and PhzG enzymes into phenazine-1-

carboxylic acid, and then into phenazine-1-carboxamide, 1-
hydroxyphenazine, and 5-methylphenazine-1-carboxylic acid
betaine by PhzH, PhzS, and PhzM enzymes, respectively.
Next, 5-methylphenazine-1-carboxylic acid betaine is con-
verted by PhzS enzyme into pyocyanin [12], being delivered
via type Il secretion system [9].

Pyocyanin is a water-soluble zwitterion with a phenol
group, which gives it weak acid characteristics (pKa of 4.9).
At physiological pH, pyocyanin exists in its neutral form (ion-
ized), which is characterized by blue color. At acid pH values,
pyocyanin exists in its charged form (protonated), which is
characterized by red color. Zwitterion properties and
low molecular weight, about 210.23 g/mol, are believed to
promote pyocyanin ability to easily penetrate and
interact with cytoplasmic membranes, spreading into local
environment [9]. Pyocyanin has been founded in ear secre-
tions (up to 2.7 uM) [13], sputum (up to 46.8 uM) [14,15],
sputum sol phase (up to 130 puM) [16], and wounds (up to
8.1 uM) [17].

Pyocyanin effects on several body systems have been
reported [18-24]. Most of these studies is focused on respira-
tory tract, once P. aeruginosa is the main cause of morbidity
and early death in patients with cystic fibrosis, being found
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The phenotype of multidrug resistance (MDR) is one of the main causes of chemotherapy failure. Our study
Antiproliferative investigated the effect of C-phycocyanin (C-PC) in three human erythroleukemia cell lines with or without the
Docking MDR phenotype: K562 (non-MDR; no overexpression of drug efflux proteins), K562-Lucena (MDR; over-
2322]1 expression of ATP-binding cassette, sub-family B/ABCB1), and FEPS (MDR; overexpression of ABCB1 and ATP-

binding cassette, sub-family C/ABCC1). Using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay, we showed that 20 and 200 pg/mL C-PC decreased K562 viable cells after 24 h and 200 pg/mL C-
PC decreased K562-Lucena cell proliferation after 48 h. C-PC did not decrease viable cells of FEPS cells. On the
other hand, the MTT assay showed that exposure of 2, 20, and 200 ug/mL C-PC for 24 or 48 h was not cytotoxic
to peritoneal macrophages. At 72 h, the trypan blue exclusion assay showed that 20 pg/mL C-PC decreased K562
and K562-Lucena cell proliferation and in FEPS cells, only 200 pg/mL C-PC decreased proliferation. In addition,
protein—protein docking showed differences in energy and binding sites of ABCB1 and ABCC1 for C-PC, and these
results were confirmed by the efflux protein activity assay. Only ABCC1 activity was altered in the presence of C-
PC and FEPS cells showed lower C-PC accumulation, suggesting C-PC extrusion by ABCC1, conferring C-PC
resistance. In combination with chemotherapy (vincristine [VCR] and daunorubicin [DNR]), the sensitivity of
K562-Lucena cells for C-PC + VCR did not increase, whereas FEPS cell sensitivity for C-PC + DNR was in-
creased. In molecular docking experiments, the estimated free energies of binding for C-PC associated with
chemotherapy were similar (VCR: -6.9 kcal/mol and DNR: -7.2 kcal/mol) and these drugs were located within
the C-PC cavity. However, C-PC exhibited specificity for tumor cells and K562 cells were more sensitive than
K562-Lucena cells, followed by FEPS cells. Thus, C-PC is a possible chemotherapeutic agent for cells with the
MDR phenotype, both alone in K562-Lucena cells (resistance due to ABCB1), or in combination with other drugs
for cells similar to FEPS (resistance due to ABCC1). Moreover, C-PC did not damage healthy cells (peritoneal
macrophages of Mus musculus).

1. Introduction

The number of new cases of cancer has increased largely because of
growth and aging of the world’s population [1]. In 2030, it is expected
that cancer will result in approximately 5.76 million deaths worldwide
[2,3]. Cancer treatment usually involves chemotherapeutic agents to
reduce mortality/morbidity and increase quality of life [4]. However,

* Corr ding author at: Uni

E-mail addresses: star.fs@hotmail.com, fernandesesilvae@furg.br (E. Fernandes e Silva).
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.06.145

Received 23 April 2018; Accepted 26 June 2018
0753-3322/ © 2018 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

several chemotherapeutic agents have a low therapeutic index, gen-
erating serious problems, such as a multidrug resistance (MDR) phe-
notype [5]. The MDR phenotype is the most significant reason for
cancer chemotherapeutic failures and plays a central role in cancer
metastasis and recovery [6].

MDR is a well known phenomenon that results in the resistance of
cancer cells to one chemotherapeutic drug accompanied by resistance
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Abstract—Morita-Baylis-Hillman adducts (MBHA) are synthetic molecules with several
biological actions already described in the literature. It has been previously described that
adduct 2-(3-hydroxy-2-oxoindolin-3-yl)acrylonitrile (ISACN) has anticancer potential in
leukemic cells. Inflammation is often associated with the development and progression of
cancer. Therefore, to better understand the effect of ISACN, this study aimed to evaluate the
anti-inflammatory potential of ISACN both in vitro and in vivo. Results demonstrated that
ISACN negatively modulated the production of inflammatory cytokines IL-13, TNF-«, and
IL-6 by cultured macrophages. /n vivo, ISACN 6 and 24 mg/kg treatment promoted reduced
leukocyte migration, especially neutrophils, to the peritoneal cavity of zymosan-challenged
animals. ISACN displays no anti-edematogenic activity, but it was able to promote a
significant reduction in the production of inflammatory cytokines in the peritoneal cavity.
These data show, for the first time, that MBHA ISACN negatively modulates several aspects
of the inflammatory response, such as cell migration and cytokine production in vivo and
in vitro, thus having an anti-inflammatory potential.

KEY WORDS: MBHA; inflammation; peritonitis; inflammatory process.

INTRODUCTION
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MBH adducts represent a novel group of syn-
thetic molecules that display a wide variety of potent
biological activities being explored as drug candi-
dates against several diseases [26, 42, 46, 47, 50].
These compounds are obtained from Morita-Baylis-
Hillman (MBH) reaction [17, 35] and represent an
important tool for development of new molecules
[11]. ISACN (2-[3-hydroxy-2-oxoindolin-3-
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Since the discovery of ouabain as a cardiotonic steroid hormone present in higher
mammals, research about it has progressed rapidly and several of its physiological and
pharmacological effects have been described. Ouabain can behave as a stress hormone
and adrenal cortex is its main source. Direct effects of ouabain are originated due to
the binding to its receptor, the Na™/K*-ATPase, on target cells. This interaction can
promote Na* transport blockade or even activation of signaling transduction pathways
(e.g., EGFR/Src-Ras-ERK pathway activation), independent of ion transport. Besides
the well-known effect of ouabain on the cardiovascular system and blood pressure
control, compelling evidence indicates that ouabain regulates a number of immune
functions. Inflammation is a tightly coordinated immunological function that is also
affected by ouabain. Indeed, this hormone can modulate many inflammatory events
such as cell migration, vascular permeability, and cytokine production. Moreover, ouabain
also interferes on neuroinflammation. However, it is not clear how ouabain controls
these events. In this brief review, we summarize the updates of ouabain effect on
several aspects of peripheral and central inflammation, bringing new insights into ouabain
functions on the immune system.

Keywords: ouabain, immune system, peripheral inflammation, cell migration, cytokines, neuroinflammation

INTRODUCTION

Although the cardiotonic steroid ouabain was originally identified as a plant secondary
metabolite (e.g., from Strophantus gratus and Acokanthera ouabaio), it was later described as an
endogenous mammalian substance (Hamlyn et al., 1991) such as other cardiotonic steroids (e.g.,
marinobufagenin and digoxin) (Bagrov et al., 2009). Ouabain was found in bovine adrenal gland
(Laredo et al., 1994; Schneider et al., 1998), adrenal gland tumors (Blanco and Wallace, 2013),
bovine hypothalamus (Tymiak et al., 1993), bovine hypophysis (Schoner, 2002), and human plasma
(Hamlyn et al.,, 1991; Ferrandi et al., 1997). It is noteworthy that ouabain isolated from mammalian
tissues and body fluids is structurally, biochemically, and immunologically indistinguishable to
ouabain isolated from plants (Schoner, 2002).

1 November 2017 | Volume 8 | Article 895
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The SARS-Cov2 infection triggers a multisystem inflammatory disorder, knowing as COVID-19, a pandemic
disease. This disease is characterized by acute respiratory distress syndrome, cytokine-driven hyper-
inflammation, and leukocytes count changes. The innate immune response has been linked to COVID-19
immunopathogenesis (e.g., dysfunctional IFN response and myeloid inflammation). In this regard, neutrophils

have been highlighted as essential effector cells in the development of COVID-19. This review summarized the
significant finds about neutrophils and its effector mechanisms (e.g., neutrophils enzymes and cytokines,
neutrophil extracellular traps) in COVID-19 so far.

1. Introduction: COVID-19

COVID-19 (Coronavirus disease 2019) is an infectious inflammatory
disease caused by SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) [1], a new type of coronavirus identified in China in
December 2019 after several patients were diagnosed with nonspecific
pneumonia [2]. The coronavirus outbreak began in Wuhan, the capital
of Hubei province, and quickly spread across continental dimensions,
turning Covid-19 into a pandemic disease [3].

Coronaviruses are single-stranded RNA viruses that are character-
ized by having corona-like projections on their surface. There are four
main proteins in the structure of these microorganisms, including the
spike protein (S), which is related to the host cell mechanism of invasion
[4]. The SARS-CoV-2 is the third virus of the p coronavirus group to
demonstrate the capacity to infect humans with pandemic potential [5].
SARS-CoV and the MERS-CoV (Middle Eastern respiratory syndrome
coronavirus) were responsible for previous relevant outbreaks of respi-
ratory disease in 2003 [6,7] and 2012 [8,9], respectively.

Human-to-human transmission occurs through direct contact or
respiratory droplets from infected individuals, whether symptomatic or
asymptomatic [10-12]. Several reports have suggested that other forms
of transmission, such as the fecal-oral route [13-16] and intrauterine
vertical transmission, may also happen [17,18]. However, more studies
need to be carried out to confirm this form of transmission.

The clinical features of COVID-19 may appear after an incubation
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period of around 5-14 days [19]. Some early symptoms resemble those
of other viral respiratory infections, such as those caused by influenza
viruses. However, dyspnea and high fever define the main clinical dif-
ference between COVID-19 and common cold [20]. Additionally, when
compared to the influenza virus, SARS-CoV-2 infection presents greater
chances of progressing to severe and critical infections, which require
oxygen therapy and ventilatory support [21]. Elderly patients and those
with chronic conditions have higher risks of rapid progression to acute
respiratory distress syndrome (ARDS) and multiple organ failure, often
resulting in death. These features demonstrate a systemic aspect of this
infection, which is accompanied by an intense inflammatory process
[22-24].

2. COVID-19 and inflammation

The COVID-19 infection starts by exposure to microdroplets present
in the exhalations of infected individuals. Then, the SARS-CoV-2 spreads
to the bronchioles and alveolar spaces [25], entrancing into the host
cells (e.g., endothelial, epithelial, and smooth muscle cells) by binding
the angiotensin-converting enzyme (ACE)-2, a metallopeptidase present
on the cell surface [26-29].

In the lung, SARS-CoV-2 infects the alveolar cells (type I and II
pneumocytes and alveolar macrophages) and then starts intracellular
replication in pulmonary tissues. Type I and III interferons (IFN) pro-
duction is an early defense mechanism in the alveolar cells [25].
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98.4%), inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression (by o rrEtiBn

83.5%), and iNOS messenger ribonucleic acid expression (by

100.0%). Moreover, PAT significantly reduced LPS-induced inter-

leukin-1B (by 80.6%), cluster of differentiation (CD) 69 (by 63.1%),

and Toll-like receptor (TLR) 4 (by 91.9%) protein expression.

Finally, PAT significantly reduced LPS-triggered phosphorylation of

all mitogen-activated protein kinases (MAPK) assessed: extracellu-

lar signal-regulated kinase (ERK; by 89.5%), c-Jun N-terminal kin-

ase (UNK; by 77.5%), and p38 (by 72.3%). Taken together, these

data suggest that PAT downregulates acute inflammatory

response, inhibiting nitric oxide production by suppressing CD69-

TLR4/ERK-JNK-p38 MAPKs/Nos2/iNOS signaling pathway.
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INTRODUGAO AO TEMA

Organismos microscopicos (p. ex., bactérias, virus, fungos e protozoa-
rios) sdo constantemente inalados e ingeridos, além de habitarem a nossa pele
e as nossas mucosas. Alguns microrganismos patogénicos podem penetrar no
organismo humano e causar doengas infecciosas. Em contrapartida, possui-
mos 6rgaos (p. ex., baco, linfonodos, medula 6ssea e timo), células (p. ex., ba-
sofilos, células assassinas naturais, células dendriticas, eosinofilos, linfocitos,
mastocitos, mondcitos/macrofagos e neutrofilos) e moléculas (p. ex., alarmi-
nas, anticorpos, catelicidinas, citocinas, defensinas, proteinas da fase aguda e
proteinas do sistema complemento), que, em conjunto, sdo responsaveis pela
protecdo do organismo humano contra doengas, reconhecendo e eliminando
microrganismos invasores por meio de uma resposta coletiva e organizada,
chamada resposta imunolégica. Os 6rgdos, células e moléculas responsaveis
por essa protecao formam o sistema imunoldgico. !

A inflamacgdo é uma resposta imunolégica dos tecidos vascularizados
estimulada por diversos fatores, os mais comuns sdo as infecgdes e as lesdes
(p. ex., queimaduras, traumas, entre outras). Como resultado, células e molé-
culas do sistema imunol6gico sao recrutadas do sangue para o tecido afetado,
onde liberam vérios mediadores inflamatérios (p. ex., citocinas, eicosanoides
e quimiocinas). Apds a eliminagdo do estimulo, a resposta inflamatdria é en-
cerrada e a restauracao do tecido lesionado é iniciada. Embora normalmente
seja capaz de restaurar a integridade perdida, a inflamacdo desregulada pode
se tornar uma doenga (p. ex., artrite reumatoide, asma, aterosclerose, doencga

a Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, BR (Programa de Pés-gra-
duagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos). engenheiro.sales@gmail.com.

b Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, BR (Programa de Pés-gra-
duacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos). sandra@cbiotec.ufpb.br.
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MIGRACAO DE NEUTROFILOS”
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Nacionalidade:
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Nacionalidade:
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Enderego:
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CEP:

Pais:
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Email:

Inventor 7 de 7
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Brasileira

Doutorando

: Rua Creusa Campos de Vasconcelos, n? 303, Apto. 103,
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APENDICE L — PATENTE INTITULADA “PATULINA PARA TRATAMENTO DA

Dados do Inventor (72)

INFLAMACAQ?”

Inventor 1 de 9

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
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Enderego:
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Pais:
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Fax:
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APENDICE M — PATENTE INTITULADA “UTILIZACAO DO ADUTO DE MORITA-
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APENDICE N — RESUMO APRESENTADO EM EVENTO CIENTIFICO
INTERNACIONAL INTITULADO “ROLE OF C-PHYCOCYANIN FROM SPIRULINA
PLATENSIS ON HUMAN ERYTHROLEUKEMIC CELLS RESISTANT TO
MULTIPLE DRUGS”

Role of c-phycocyanin from Spirulina platensis on human erythroleukemic cells
resistant to multiple drugs

Silva, E.F. #1,2#, #Wagner, E.F. ##1,3#, Eigueira, F.S. #3#, Lopes, A.C.#1,3#, Sales
Neto, J.M.#4#, Lima, E.A. #4#, Kalil, S.J #3#,
#Mascarenhas, S.R. #4#, Votto, A.P.S.#1,2#

#1#Laboratorio de Cultura Celular, ICB, FURG, RS, Brasil.
#2#Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, ICB, FURG, RS, Brasil.
#3#Escola de Quimica e Alimentos, EQA, FURG, RS, Brasil.

#4# Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, PB, Brasil.

Introduction and objectives

The C-phycocyanin (C-PC), a phycobiliprotein extracted from cyanobacteria Spirulina
platensis, generates cytotoxicity and/or inhibition of proliferation in several tumor cell
lines. The multidrug resistance (MDR) phenotype represents one of the major
challenges to the success of chemotherapy and the role of C-PC on MDR cells remains
poorly explored. The aim of this study was to determine the anti-MDR role of C-PC on
human erythroleukemia cell lines: K562 (sensitive, parental), Lucena 1 (vincristine -
VCR resistant) and FEPS (daunorubicin - DNR resistant), as well as to verify the
specificity of C-PC to tumor cells by cytotoxicity in Swiss murine peritoneal
macrophages (healthy cells).

Material and Method

The tumoral cells were obtained from the Tumoral Immunology Laboratory (Rio de
Janeiro Federal University). The K562 cells were grown in RPMI 1640 with fetal
bovine serum, antibiotic/antimicotic at 37 °C. Lucena 1 and FEPS were grown under the
same conditions plus VCR (60 nM) and DNR (532 nM). Cytotoxicity (24/48h) on
tumor cells (2x10*) and peritoneal macrophages (4x10°/ethics committee: 111/2016)
was evaluated with 0; 2; 20; 200 pg/ml of C-PC by MTT assay. It was made
concentration-response curves from 0 to 96 h for tumor cells (2x10*) with 0; 2; 20; 50;
100; 200 pg/ml of C-PC by Trypan Blue. Apoptosis/necrosis for tumoral cells (100; 200
pg/ml of C-PC, 72h) was determined by epifluorescence microscopy with acridine
orange/ethidium bromide. It was used analysis of variance/Tukey post-test and p <0.05
considered statistically significant.

Results and conclusion

By the MTT analysis for K562 cell line it is verified that the concentrations of 20 and
200 pg/ml of C-PC were cytotoxic from 24 h, whereas for the Lucena 1 the effects are
perceived only in the concentration of 200 pg/ml ml at 48h. For FEPS cell line was not
significant difference. C-PC demonstrated specificity for tumor cells since MTT
analysis in peritoneal macrophages did not demonstrate cytotoxicity independently of
concentration or time of analysis. The concentration-response curves demonstrated the
ability of C-PC to inhibit cell proliferation. For the K562 and Lucena 1 cell lines, this
inhibition is observed with 20pg/ml at 72h and for FEPS, in this same experimental
time only the concentration of 200 pg/ml is capable of inhibiting proliferation. The
results of apoptosis/necrosis demonstrate that C-PC does not generate cell death by
necrosis and the generation of apoptosis is significant only for K562. Finally, C-PC has
specificity for tumor cells and the K562 were more sensitive than Lucena 1, followed by
FEPS.



