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RESUMO

Teotonio, Isabella Méarcia Soares Nogueira. Efeitos anti-inflamatorios de espécies de Pouteria
spp. sobre macrofagos murinos RAW 264.7 estimulados com LPS. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas). 2015. Faculdade de Ciéncias da Saude. Universidade de Brasilia.

A inflamacgdo compreende um mecanismo bioldgico complexo e altamente regulado de defesa
do organismo em resposta a diversos estimulos. E dividida em duas fases, aguda e cronica. A
inflamacgdo aguda geralmente é benéfica ao hospedeiro, reestabelecendo em pouco tempo a
estrutura e funcdo do tecido e/ou Orgdo. Entretanto, nem sempre as respostas inflamatorias
ocorrem dessa forma, e condigdes anormais de resposta inflamatdria tornam-se crénicas,
promovendo a perda da fungdo do érgdo ou tecido, e o desenvolvimento de doencas. As doencas
inflamatorias cronicas afetam milhGes de pessoas ao redor do mundo. O desenvolvimento de
medicamentos anti-inflamatdrios eficazes e seguros deve ser uma prioridade, pois entre 0s
disponiveis comercialmente sdo relatados varios efeitos colaterais, o que limita a aplicacdo
desses agentes. Assim, o desenvolvimento de uma terapia segura, eficaz e econémica para o
tratamento de doencas inflamatorias ainda representa um grande desafio. Neste cenario, as
plantas medicinais asseguram uma posicdo de destaque como fonte de moléculas bioativas
naturais. As espécies de Pouteria tém sido utilizadas como plantas medicinais por apresentarem
muitas atividades bioldgicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria
de extratos de Pouteria torta e Pouteria ramiflora em macréfagos RAW 264.7 inflamados com
lug/mL de LPS. A viabilidade das células e a citotoxicidade foram avaliadas por meio de duas
metodologias, WST-8 e vermelho neutro, e a resposta inflamatdria foi analisada atraves de
expressao génica empregando a técnica PCR em tempo real, e pela dosagem dos mediadores
oxido nitrico (NO) e prostaglandina (PGEz), pelas metodologias de espectrofotometria e ELISA
respectivamente. Ensaio adicional de atividade antioxidante empregando esta mesma
metodologia foi empregado para a dosagem de glutationa (GSH). Nossos resultados
demonstraram que nas concentrac¢des 0,078, 0,039, 0,020 mg/mL todos os extratos testados ndo
apresentam toxicidade e apresentaram atividade anti-inflamatoria e antioxidante em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS, reduzindo os niveis de NO, PGE> e GSH, e modulando
negativamente a expressdo dos transcritos dos genes marcadores de inflamagdo COX-2, IL-6,
INOS, TNF-a e NF-kB, o que demonstra que esses extratos apresentam grande potencial
terapéutico como anti-inflamatdrios.

Palavras chaves: Inflamag&o, Pouteria spp., Cerrado, anti-inflamatorio, expressao génica.



ABSTRACT

Teotonio, Isabella Marcia Soares Nogueira. Anti-inflammatory Effects of species of Pouteria
spp. on RAW 264.7 murine macrophages stimulated with LPS. Dissertation (Master's degree
in Pharmaceutical Sciences). 2015. Faculty of Health Sciences. University of Brasilia.

The biological mechanism of inflammation have been considered as complex and highly
regulated in the body's defense response to various stimuli and is divided into two phases, such
as acute and chronic. Acute inflammation is generally beneficial to the host, reestablishing in a
short time the structure and function of tissue and/or organ. However, inflammatory responses
do not always occur in such way. Abnormal conditions and inflammatory response become
chronic, promoting loss of organ or tissue function, possibly developing diseases. Chronic
inflammatory diseases affect millions of people around the world. The development of effective
anti-inflammatory and safe drugs should be a priority since side effects among a variety,
commercially available, have been reported limiting the application of these agents. Thus, the
development of a safe, effective and economic therapy for treatments of inflammatory diseases
also present a challenge. In this scenario, medicinal plants ensure a prominent position as a
source of natural bioactive molecules. The Pouteria species have been used as a medicinal plant
due to its various biological activities. The objective of this study was to evaluate the anti-
inflammatory activity of Pouteria torta and Pouteria ramiflora extracts in macrophages
inflamed with 1pg / ml LPS RAW 264.7. Cell viability and cytotoxicity were assessed by three
methods, WST-8 and neutral red, and the inflammatory response was analyzed by gene
expression utilizing the PCR technique in real time, and the dosage of the oxide mediators
nitrate (NO) and prostaglandin (PGE2) by spectrophotometric methods and ELISA. Further
testing of antioxidant activity using the same methodology was used for the dosage of
glutathione (GSH). Our results showed that all tested extracts in the concentrations 0.078,
0.039, 0.020 mg / mL, demonstrated no toxicity and showed anti-inflammatory and antioxidant
activity in RAW 264.7 cells stimulated with LPS, reducing the levels of NO, PGE2 and GSH.
All extracts were modulating negatively the expression of transcripts of genes markers of
inflammation COX-2, IL-6, iINOS, TNF-a and NF-kB, demonstrating that these extracts have
significant therapeutic potential as an anti-inflammatory.

Key words: Inflammation, Pouteria spp., Cerrado, anti-inflammatory, gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacéo

A palavra inflamac&o, derivada do latim inflammare que significa em chamas, é um
fendmeno que passou por varias mudancas conceituais ao longo do tempo, sendo descrita
inicialmente por Aulus Cornelius Celsus, um escritor egipcio do primeiro século d.C., ha
aproximadamente 2000 anos, definida de forma limitada por quatro sinais cardinais: rubor et
tumor cum calore et dolore, com uma tradugdo para rubor de vermelhiddo, de tumor para
edema, com calore et dolore traduzidas como aquecimento e dor. Dessa forma, a sua definicao
compreendia apenas a combinacdo de sinais clinicos e sintomas e ndo a fisiopatologia
especifica. Dois séculos depois de Celsus, Galen propés um modelo sobre uma visdo humoral
da inflamacao, em que a inflamagdo e o “pus”, especificamente, faziam parte de uma resposta
benéfica a injaria, ao contrario de uma patologia sobreposta. Essa visdo humoral persistiu no
século X1X quando, em 1871, Rudolf Virchow acrescentou o quinto sinal cardinal, a perda da
funcdo, demonstrando que a inflamacéo estava intimamente ligada a processos patoldgicos
(SCOTT et al., 2004; PERKINS et al., 2010).

Posteriormente, na década de 1880, Elie Metchnikoff, bidlogo russo, por meio de duas
observacdes experimentais (ingestdo de espinhos de rosas por amebaocitos de larvas de estrela
do mar e ingestdo de bactérias por glébulos brancos de mamiferos), reconheceu a inflamacéo
como um processo fagocitico, em que o seu objetivo principal era conduzir as células
fagociticas para as areas onde houvessem lesfes e englobar o agente invasor. Além disso,
Thomas Lewis, ao estudar a resposta inflamatdria na pele, descobriu que existem moléculas,
como a histamina, produzidas no sitio da inflamacdo, que medeiam as alteracGes vasculares
desta. Esses eventos representam a base subjacente para importantes conclusdes sobre os
mediadores quimicos da inflamacéo e o uso de medicamentos anti-inflamatérios na medicina
clinica (HEIFETS, 1982; SCOTT et al., 2004; PERKINS et al., 2010).

Atualmente, a inflamacdo compreende um mecanismo biolégico complexo e altamente
regulado de defesa do organismo em resposta a diversos estimulos, fisicos, quimicos e
patolégicos (YING etal., 2013; CHOI et al., 2014), e que tem por finalidade o restabelecimento
da cura (LEE et al., 2010).

Uma resposta inflamatoria (RI) normal geralmente é benéfica ao hospedeiro,
reestabelecendo em pouco tempo a estrutura e funcdo do tecido e/ou 6rgdo. Entretanto, nem
sempre as respostas inflamatorias ocorrem dessa forma, e condi¢des anormais de Rl podem
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promover perda da funcdo do 6rgdo ou tecido, e a cronicidade nesta resposta, levando ao
desenvolvimento de doencas (LAWRENCE, 2002; HANADA E YOSHIMURA, 2002).

1.1.1. Inflamagéo Aguda

A inflamagdo aguda é uma resposta imediata, autolimitada e benéfica da
microcirculacdo, responsavel por restaurar a estrutura e a funcéo tecidual. Essa resposta é
mediada pela imunidade inata, e em alguns casos, pela imunidade adaptativa, as quais juntas
compdem o sistema imunitario do hospedeiro (LAWRENCE et al., 2002).

As reacOes inflamatorias podem ser desencadeadas por diversos estimulos como:
infeccOes (bacterianas, virais, fungicas, parasitarias e toxinas microbianas); reacdes autoimunes
ou de hipersensibilidade, em que o sistema imunitario destroi os proprios tecidos do individuo;
necrose tecidual em decorréncia de isquemia, trauma ou lesdes por agentes fisicos e quimicos
(lesdo térmica, irradiacdo e exposi¢do a alguns produtos quimicos, entre outros agentes);
hipdxia, que é mediada pela proteina Fator Indutor de Hipdxia (HIF-1 alfa), produzida pelas
células privadas de oxigénio que possuem a capacidade de ativar a transcri¢cdo de muitos genes
envolvidos na inflamacdo, e, finalmente, outros estimulos como corpos estranhos e suturas
cirurgicas, que possuem a capacidade de causar lesdo tecidual traumética ou de transportar
micro-organismos (KUMAR et al., 2013).

A inflamacdo aguda é caracterizada por uma sequéncia de eventos complexos altamente
coordenados que envolvem um grande numero de mudangas fisioldgicas, celulares e
moleculares, e que se inicia com a producdo de mediadores sollUveis como o sistema
complemento, quimiocinas, citocinas, eicosanoides, incluindo as prostaglandinas, radicais
livres, aminas vasoativas entre outras, que sdo produzidas pelas células residentes no local
inflamado como: macrdéfagos, células dendriticas, linfocitos, células endoteliais, fibroblastos e
mastocitos, amplificando a resposta imunitaria (LAWRENCE et al., 2002; BUCKLEY et al.,
2015).

A resposta vascular aguda envolve principalmente o endotélio, ocorre dentro de
segundos apos a formacdo da lesdo tecidual, e é responsavel por induzir vasodilatagdo e o
aumento da permeabilidade da parede capilar. Isso leva ao aumento do fluxo sanguineo
(hiperemia), aumento do eritema, e a entrada de liquido extracelular nos tecidos formando o

edema, onde fibroblastos do tecido residente e células epiteliais sdo ativados (BUCKLEY et
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al., 2015). O aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular também contribuem
para um maior trafego celular de leucécitos polimorfonucleares, para a liberacdo de mediadores
toxicos, e em algumas situacdes, perda de funcdo do 6rgao afetado. Essas respostas fisioldgicas
levam as caracteristicas clinicas cardinais da inflamac&o: rubor, calor, edema, dor e perda da
funcdo (LAWRENCE et al., 2002; LYMAN et al., 2014; BUCKLEY et al., 2015).

Dentre os leucécitos polimorfonucleares predominantes nessa fase, encontram-se 0s
neutrofilos que, posteriormente, sdo seguidos pelos mondcitos, que se diferenciam em
macrofagos no tecido (LAWRENCE et al., 2002).

Os neutrofilos sdo as células mais abundantes nas doencas inflamatorias agudas,
constituindo a primeira linha de defesa do organismo do hospedeiro contra o patégeno, sendo
também encontrados em doencas inflamatdrias crénicas. Sua fungédo primaria € conter e destruir
0 patégeno invasor. A migracdo dos neutréfilos para a area lesionada, bem como sua ativacéo,
ocorre por meio dos seguintes eventos: quimiotaxia (migracdo do neutréfilo para o local da
inflamacg&o através dos mediadores quimiotaticos, que se ligam a receptores dos neutrofilos
liberando calcio e aumentando a motilidade do neutro6filo); marginalizacédo (deslocamento dos
neutrofilos para a periferia dos vasos, por agédo de fibrinogénios e dos eritrocitos agregados nas
vénulas); rolamento na superficie endotelial, pela acdo de moléculas de adesédo da familia das
selectinas e adesdo através das integrinas; diapedese (transmigracdo dos neutrofilos através da
membrana basal do endotélio das vénulas ao tecido intersticial), e, finalmente, fagocitose
(mediada pela opsonizacdo, ingestdo e destruicdo dos patdgenos) (Figura 1) (KUMAR et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2015).
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Fonte: PERKINS et al., 2010; KUMAR et al., 2013

Embora a resposta inflamatdria seja benéfica ao hospedeiro, as falhas na remocéo do
estimulo antigénico pelos neutrofilos por meio da fagocitose, na eliminacdo das células
inflamatorias apoptdticas, ou na propria apoptose, resultam na persisténcia da inflamacao, que
conduz a uma cronicidade do processo ou a perda da funcdo do 6rgdo, quando ocorre fibrose
tecidual (Figura 2) (KUMAR et al., 2013; ROGERIO et al., 2015).
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1.1.2. Inflamagdo Cronica

A inflamac&o crbnica é o processo que ocorre posteriormente a uma inflamagdo aguda,
quando a infeccdo ndo foi totalmente eliminada ou a lesdo do tecido é prolongada. Geralmente
envolve o recrutamento e a ativacdo de macrdfagos e linfocitos e muitas vezes também a
remodelacdo do tecido no local da inflamacdo, através da angiogénese (proliferacdo de vasos
sanguineos) e fibrose (substituicdo do parénquima por tecido conjuntivo rico em fibroblasto).
Embora estimulos da imunidade inata possam contribuir para a inflamacéo crénica, o sistema
imunitario adaptativo pode também estar envolvido por meio da producéo de citocinas pelas
células T, que sdo fortes indutores de inflamacdo (LUNDVIG et al., 2012).

A inflamagdo prolongada cessa o efeito benéfico da inflamacéo, ndo é autolimitada, e
contribui para a patogénese de muitas doencas, caracterizando-se pelo acimulo de células
inflamatorias e, por conseguinte, a perda da funcdo do 6rgéo e do tecido. Como resultado de
uma resposta inapropriada, temos o desenvolvimento de varias desordens patoldgicas como
artrite reumatoide, bronquite crénica, asma, enfisema, glomerulonefrites, infarto do miocardio,
aterosclerose, doencga de Alzheimer e cancer (LAWRENCE et al.; 2002; PYEE, 2014).



A inflamacdo cronica pode ocorrer por diferentes estimulos que incluem, a infecgédo por
micro-organismos, que sao dificeis de erradicar, e as doencas autoimunes, que sdo causadas por
uma excessiva e inapropriada ativacdo do sistema imune e prolongada exposi¢do a agentes
potencialmente toxicos, enddgenos (por exemplo componentes lipidicos téxicos no plasma, que
causam a aterosclerose) e exdgenos (como a inalacdo de particulas de silica por longos
periodos) (PERKINS et al., 2010; KUMAR et al., 2013).

Além desses fatores, a producdo de mediadores pro-inflamatdrios continuamente, a
infiltracdo de mondcitos no tecido inflamado e fatores genéticos e ambientais, tambem
conduzem a danos nos tecidos. Os tecidos danificados e os macr6fagos necréticos que néo
foram eliminados pela resposta imunitaria do hospedeiro, podem desencadear ou amplificar a
resposta inflamatdria e por consequéncia ativar a resposta imune adaptativa, cronificando o
processo inflamatério (FICHTNER-FEIGL et al., 2008; KENNEDY et al., 2009; REDDY et
al., 2009).

Outra caracteristica da inflamacao cronica é a renovacdo celular constante, o que por
sua vez, leva a aceleracdo da divisdo celular e um aumento do risco de mutacdo e transformacao
neoplasica. Com a infeccdo persistente induzindo a inflamacao croénica, os produtos gerados
pelos leucdcitos e outras células, incluindo os leucotrienos e as espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio, acabam causando danos ao DNA. As células inflamatdrias também liberam as
prostaglandinas produzidas pela acéo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), o que intensifica
a inflamacao e tem um impacto sobre varias vias neoplasicas (ADEFUYE et al., 2012).

Neste cenario, a resolucdo prematura dessa inflamacdo desregulada ou persistente
representa um processo que, se segmentado, poderia proporcionar novas estratégias
terapéuticas para o tratamento de uma grande variedade de doengas (HEADLAND E
NORLING, 2015).



1.2. Mediadores da inflamacéo

O processo inflamatdrio classico resulta na liberacao de varios mediadores inflamatorios
que auxiliam no recrutamento de neutréfilos e de proteinas plasmaticas ao local da inflamagéo
por meio da inducdo da vasodilatacdo e de fatores quimiotaticos produzidos pelos neutréfilos
circulantes (ROCK et al., 2010; MOCSAI et al., 2015).

A resolucdo da inflamacdo e o retorno da homeostase, ndo € um processo simples
passivo, mas sim um processo bioguimico ativo, altamente regulado que é atualmente
considerado uma resolucdo programada no tecido. Nesse contexto, mediadores da resposta
imune especializados compreendem um género de moléculas endbgenas, as quais direcionam
ativamente o término da inflamacdo. Esses mediadores desencadeiam vias que sinalizam uma
fase aguda fisiologica (LEVY et al., 2001).

Células proé-inflamatérias, principalmente as mediadas por macrofagos ativados,
medeiam a maior parte da fisiopatologia celular e molecular da inflamacéo através da produgéo
de citocinas e outras moléculas pré-inflamatérias, incluindo enzimas hidroliticas,

prostaglandinas e radicais livres, como o oxido nitrico (LASKIN et al., 1995).

1.2.1. Oxido Nitrico (NO)

O NO é uma importante molécula sinalizadora intracelular e intercelular envolvida na
regulacdo de varios mecanismos fisiopatologicos nos sistemas cardiovascular, nervoso e
imunoldgico, apresentando papéis contrastantes em organismos vivos. Ele atua como um
mediador biolégico semelhante a neurotransmissores no sistema neuronal, pode regular os
ténus dos vasos sanguineos no sistema vascular e é fundamental para o sistema imunoldgico do
hospedeiro. Por outro lado, € um radical livre de oxigénio que pode funcionar como um agente
citotoxico em processos patoldgicos, particularmente nas doencas inflamatérias (AKTAN et
al., 2004; ALDERTON et al., 2001; MONCADA E HIGGS et al., 1991).

Além disso, o NO difunde nos tecidos e é capaz de atravessar membranas celulares
livremente. Em altas concentracGes e em condicdes aerdbicas, é rapidamente oxidado a espécies
reativas de oxigénio (ROS), sendo o N2Oz o principal produto oxidativo. Como as ROS s&o
instaveis, rapidamente sdo nitrosadas a tidis ou aminas, ou sdo hidrolisados e excretados como
nitritos (NO2). O NO é responsavel por efeitos bioldgicos diversos, como a toxicidade celular
sobre patdgenos (COLEMAN, 2001).



A Oxido nitrico sintases (NOS) sdo enzimas responsaveis por catalisar a conversao da
L-arginina em L-citrulina e 6xido nitrico (NO), que é um radical livre envolvido em funcdes
imunoldgicas e homeostaticas. Existem trés isoformas de NOS e cada uma esta associada a um
conjunto de caracteristicas e expressdes padrdes, as quais sdo usadas para definir a
nomenclatura de cada isoforma. NOS 1 é frequentemente denominada nNOS, por causa da sua
expressao em neurdnios e no cérebro. NOS 2 refere-se a iINOS, devido sua expressao ser
induzida por ativacdo celular e NOS3 geralmente é referida a eNOS por causa da sua associacdo
com o endotélio (MATTILA et al., 2014).

Estimulos inflamatorios, como o lipopolissacarideo bacteriano (LPS), desencadeiam a
producdo de NO e regula a expressdo de iNOS em macréfagos através das vias de sinalizacdo
MAPKs e NF-kB (MANCINO et al., 2010). A inibicdo da producdo de NO é uma chave
essencial anti-inflamatoria sendo considerada uma estratégia no desenvolvimento de drogas
(KORHONEN et al., 2005).

1.2.2. Metabdlitos do &cido araquidonico

No momento em que as células sdo ativadas em resposta a uma variedade de estimulos
(fisicos, quimicos, microbianos ou por mediadores da inflamagdo como citocinas), o acido
araquidonico é liberado da membrana fosfolipidica por meio da atuacdo de enzimas fosfolipases
secretadas de forma rapida para produzir prostaglandinas e leucotrienos, que sdo mediadores
lipidicos sinalizadores intra ou extracelulares em processos biologicos como inflamacéo e
hemostasia (KUMAR et al., 2013; SIVAMANI et al., 2014).

O é&cido araquidénico é um precursor endégeno comum na biossintese de eicosanoides,
é rapidamente convertido a varios mediadores potentes lipidicos como por ciclooxigenases,
lipooxigenases e epoxigenases para produzir prostaglandinas, leucotrienos, e endoperdxidos,
respectivamente. Os mediadores lipidicos produzidos localmente tais como as prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos atuam como autacéides (moléculas de vida curta que sinalizam
no local da sintese ou em local imediatamente adjacente) (FREIRE e VAN-DYKE et al., 2013).

A via das ciclooxigenases € composta por dois tipos de enzimas: COX-1, que é
constitutivamente expressa por uma variedade de células e tecidos, responsavel pelos niveis
basais da sintese de prostaglandina e a COX-2 que é o produto de um gene de resposta precoce
imediata em células inflamatérias. A expressdo de COX-2 é induzida por endotoxinas, por

citocinas como IL-1 e TNF-o (GDEK-MICHALSKA et al., 2013) e fatores de crescimento, é
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predominantemente encontrada no cérebro, rim, e células endoteliais e € regulada positivamente
de forma significativa, como parte de varias condi¢bes inflamatérias agudas e cronicas
(CAMARA-LEMARROQY et al., 2012).

As prostaglandinas sdo produtos da via das ciclooxigenases (COX) do metabolismo do
acido araquidénico. Séo divididas em dez subclasses das quais D, E, F, G, H e | sdo as mais
importantes na inflamacéo. Especificamente, a prostaglandina E» é gerada via prostaglandina
sintase E em leucdcitos, enquanto que a prostaglandina I, é gerada pela via da prostaciclina
sintase em células endoteliais, e tromboxanos, que sdo gerados pela via tromboxano sintase em
plaquetas (FREIRE et al., 2013).

A COX catalisa a conversdo do acido araquiddnico a prostaglandina Hz, que é um
precursor de mediadores com atividades biol6gicas como a prostaglandina E2 (PGE2) (DUBOIS
et al., 1998; SMITH, 1996 apud JEON et al., 2012), uma das prostaglandinas mais abundantes
produzidas pelo organismo, largamente caracterizada em espécies animais como mediadora
importante na regulagdo da respostas imunes, pressdo sanguinea, integridade gastrointestinal e
fertilidade, a desregulacdo na sintese ou degradacdo da PGE;, tem sido destacada em varias
condicdes patoldgicas. Na inflamacdo a PGE2 apresenta interesse particular por estar envolvida
em todos 0s processos que levam aos sinais classicos da inflamacéo (DUBOIS et al., 1998).

As lipoxigenases catalisam a formacdo de acidos hidroxieicosatetraendicos do acido
araquidonico, levando a formacéo de leucotrienos e outros compostos biologicamente ativos.
Os leucotrienos sdo predominantemente produzidos por células inflamatérias, incluindo
leucocitos polimorfonucleares, macréfagos e mastocitos. O leucotrieno Bs € o principal
envolvido no processo inflamatério, sendo um potente regulador da quimiotaxia dos neutrofilos
e adesdo dos leucdcitos as células endoteliais (FUNK et al., 2001; RICCIOTTI et al., 2011)
(Figura 3).
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1.2.3. Citocinas

Citocinas e quimiocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que sinalizam a
comunicacdo intracelular e sdo produzidas por células que comp&em o sistema imunitario. Sdo
moléculas de sinalizacdo potentes fundamentais a vida, como o0s horménios e 0s
neurotransmissores (DINARELLO et al., 2007). Também funcionam como mediadores da
diferenciacéo celular, inflamag&o, doencas autoimunes e na regulacéo da resposta imunologica.
Ha uma necessidade de equilibrio entre as citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias para
o desenvolvimento de uma resposta imune efetora e bem regulada, pois o excesso da producao
de citocinas pré-inflamatdrias e/ou a deficiéncia de citocinas anti-inflamatdrias pode gerar um
desequilibrio na resposta imunoldgica (ASTRY et al., 2011; LENG et al., 2011; CLAVEL et
al., 2013; GAFFEN et al., 2014).
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A principal fungdo das citocinas é regular a inflamacéo, desempenhando também um
papel vital na regulacdo da resposta imune. Sdo principalmente produzidas por macréfagos e
linfécitos, embora possam ser produzidas por leucdcitos polimorfonucleares (PMN), células

endoteliais e epiteliais, adipdcitos e tecidos conjuntivos (DUQUE et al., 2014).

1.2.3.1 Citocinas Pro-inflamatorias

Sao consideradas citocinas pro-inflamatérias: TNF-a, IL-1 (IL-a, IL-1p e IL-1Ra), IL-
6, 1L-12, IL-18, IL-23 e IL-27, entretanto nesta secdo abordaremos apenas as citocinas
envolvidas no estudo. O fator de necrose tumoral alfa, inicialmente conhecido como TNF-a, ¢
uma glicoproteina de 185 aminoacidos que foi primeiramente descrita pela capacidade de
induzir necrose em tumores (CARSWELL et al., 1975). TNF-o é uma das citocinas
responsaveis pelo choque séptico. No hipotalamo, essa citocina estimula a liberacdo de
horménio adrenocorticotréfico, que inibe o apetite e induz a febre. No figado estimula a
resposta inflamatdria pela elevacdo da sintese de proteina C reativa e outros mediadores. Esta
citocina também induz a vasodilatacdo e perda da permeabilidade vascular, facilitando a
infiltragdo de linfocitos, neutrofilos e mondcitos (GRIFFIN et al., 2012).

Como indutor de resposta inflamatoria, 0 TNF-a desempenha varios papéis patologicos
em doengas tais como a doencga inflamatdria do intestino, psoriase, artrite reumatoide, asma,
cancer, doencas infecciosas e outras doencas autoimunes (SOZZANI et al., 2014).

A interleucina 6 (IL-6) € uma glicoproteina constituida de 184 aminoacidos e peso
molecular de 26 quilodaltons (kDa). E conhecida como citocina multifuncional que, além de
suas funcgdes como pré-inflamatoria e agente esclerosante, também afeta a atividade das células
neoplasicas (ARA et al., 2010; GUO et al., 2012; ZAROGOULIDIS et al., 2013) e esta
implicada na Doenca de Crohn (NISHIMOTO et al., 2004) e artrite reumatoide (YOSHIDA et
al., 2014). E produzida principalmente por macrofagos e células dendriticas. IL-6 provoca a
sinalizacdo através da ligacdo ao receptor IL-6 (IL-6R), que é expresso em alguns leucécitos.
Uma forma soltvel de IL-6R é apresentada no soro. O complexo de IL-6 e IL-6R, ou o
complexo de IL-6 e IL-6R solavel se liga a gp 130, que conduz a ativacdo da cascata de
sinalizacdo (CALABRESE et al., 2014).
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1.2.3.2 Citocinas anti-inflamatérias

Dentre as citocinas anti-inflamatorias podemos citar: A IL-4, 1L-10 e TGFp, e nos
limitaremos a discorrer apenas sobre a 1L-10, que fara parte dos dados complementares deste
trabalho.

A 1L-10 é uma citocina com 35 kD identificada em 1989, e é produzida por macréfagos
ativados, células B e células T (MOSSER et al., 2008). E responsavel por inibir a apresentacéo
de antigenos e a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, atenuando assim, no processo
inflamatdrio. E expressa por muitas células do sistema imune, sendo uma citocina anti-
inflamatoria chave produzida por macrofagos durante a fase proliferativa de reparacdo que
facilita a remodelacao do tecido (THOMPSON et al., 2013; NOVAK E KOH, 2013).

IL-4 e 1L-10 sdo capazes de regular negativamente mediadores inflamatorios, incluindo
0 TNF-a e IL-1 e favorecem uma resposta imune humoral (ROGY et al., 2000), além de ser

bastante efetiva para o tratamento de muitas doengas (DUQUE et al., 2014).

1.3. Tratamento convencional e suas limitagdes

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) representam uma classe importante de
compostos com aplicacdes terapéuticas que tém sido utilizados por varios séculos. Inicialmente,
o farmaco que foi introduzido no mercado foi o acido salicilico através da Bayer, em 1899
(VANE, 2000). Entretanto, os mecanismos de acdo dos agentes anti-inflamatorios e
analgésicos, como a aspirina e a indometacina, ndo estavam bem esclarecidos. Mais tarde, na
década de 1970, John Vane descobriu 0 mecanismo de ac¢do da aspirina, aumentando assim a
capacidade de desenvolvimento de novos anti-inflamatérios néo esteroidais (VANE, 1976), os
mecanismos desses farmacos tinham acao na inibi¢cdo da enzima prostaglandina H sintase ou
na ciclooxigenase (COX), sendo aplicados em vérias condi¢des inflamatorias como artrite
reumatoide e osteoartrite.

Nessas substancias, foram observadas toxicidades gastrointestinais associada com o uso
de AINES na COX-1, ja a prostaglandinas pro-inflamatorias foram produzidas pela isoforma
COX-2. Assim, os AINES tradicionais eram conhecidos por inibir ambas as isoformas de COX

.....

(PGs) gastroprotetoras produzidas através da via da COX-1 (MONCADA et al., 1973).
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Pouco tempo depois, farmacéuticos conseguiram sintetizar inibidores seletivos da COX-
2, com baixos efeitos adversos. No entanto, efeitos colaterais cardiovasculares associados com
inibidores COX-2 seletivos foram destacados. Diante disso, novas abordagens estdo sendo
dirigidas para o desenvolvimento de inibidores de ciclooxigenase (COX) e lipoxigenases
(LOX), como a utilizagdo de anti-inflamatdrios esteroidais (glicocorticoides) e terapia anti-
TNF-a. Por mais que haja avancos na descoberta de drogas, o desenvolvimento de uma terapia
segura, eficaz e econdmica para o tratamento de doencas inflamatorias ainda representa um
grande desafio (RAO et al., 2008).

As doencas inflamatorias cronicas afetam muitas pessoas ao redor do mundo. O
desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatdrios eficazes e seguros deve ser uma
prioridade. No entanto, de acordo com a literatura disponivel sobre o tema, sdo relatados varios
efeitos adversos como ulceras, osteoporose, faléncia renal e aumento dos riscos de doencas
cardiovasculares associados a drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais convencionais (AINES)
e inibidores seletivos da COX-2, limitando assim a aplicagdo em larga escala desses agentes.
Assim, o desenvolvimento de compostos anti-inflamatorios mais recentes que possuam menos
efeitos secundarios ainda permanece um desafio para a comunidade cientifica (KUMAR et al.,
2008; RECIO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2015). Por isso, a identificacdo de novas drogas que
possam promover a resolucdo da inflamagdo e que sejam homeostaticas, modulatorias,
eficientes e bem toleradas pelo organismo é de suma importdncia (DARSHAN E
DORESWAMY, 2004).

1.4. Substancias de origem vegetal como fonte de novos farmacos

As plantas foram as primeiras fontes de medicamentos na historia da humanidade. Em
todas as culturas, diferentes partes de um grande niamero de plantas foram utilizadas como
medicamentos contra todos os tipos de doencas, apesar de seu uso ser baseado nas tradi¢oes
orais e ndo em evidéncias na medicina, como nos dias de hoje. A consciéncia de que uma (ou
mais) substancia quimica dentro do material vegetal é responsavel por a¢bes farmacoldgicas,
podendo ser isolada para o uso como agente Unico, surgiu no seculo XIX, no contexto da
medicina baseada na ciéncia emergente natural e farmacia. Compostos derivados de plantas
isoladas nesse periodo, como a morfina, quinina, colchicina, atropina, pilocarpina e teofilina

sd0 muito importantes e utilizados ainda na farmacoterapia atual (FURST E ZUNDORF, 2014).
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Estima-se que, mundialmente, cerca de 53.000 espécies de plantas tém sido utilizadas
com finalidade medicinal (HAMILTON, 2004). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
2011, relatou ainda que entre 70-95% das pessoas que vivem em paises em desenvolvimento
dependem principalmente de plantas medicinais para suas necessidades de cuidados primarios
de saude (MALIK et al., 2015).

No ultimo século, diversas classes de produtos naturais que apresentam indicagdo
terapéutica foram isoladas, suas estruturas caracterizadas e seus mecanismos bioquimicos e
bioldgicos elucidados. Estas etapas sdo de grande relevancia para a biossintese e o
desenvolvimento de drogas terapéuticas (BASSO et al., 2005; NEWMAN et al., 2000).

Neste cenério, as plantas medicinais asseguram uma posicao de destaque como fonte de
moléculas bioativas naturais (BASSO et al., 2005). Além disso, a diversidade quimica das
plantas faz delas fonte de escolha para o isolamento destas moléculas e/ou metabolitos
farmacologicamente relevantes (CRAGG et al., 1995). Aproximadamente 25% dos farmacos
prescritos em todo o mundo tém origem nas plantas, e 11% dos 252 farmacos considerados
essenciais pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) derivam exclusivamente de plantas
medicinais (RATES, 2001). Em paradoxo, estima-se que no mundo existam cerca de 400.000
mil espécies de plantas, das quais apenas 10% foram caracterizadas quimicamente
parcialmente, e dos 100.000 mil metabdlitos secundarios descobertos apenas metade talvez
tenha sido totalmente elucidado (OKSMAN-CALDENTEY E INZE, 2004).

Como a diversidade de espécies de plantas ndo esta uniformemente distribuida pelo
planeta, estima-se que 70% das espécies de plantas do mundo ocorrem em 12 paises: Australia,
Brasil, China, Colémbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar, México, Peru e Zaire. Deste
total de espécies de plantas, 50% estdo localizadas nas florestas tropicais. No Brasil, h4 grandes
areas tropicais: a floresta tropical ou Atlantica (no litoral), o Cerrado (centro do pais), a floresta
Amazonica (no Norte), a floresta Araucéria (no Sul) e a Caatinga (no interior do Nordeste), o
que coloca o pais numa posi¢do de destaque no cenario da biodiversidade mundial (MYERS et
al., 2000), e estratégica para o desenvolvimento sustentavel de novas drogas e/ou metabolitos
com valor terapéutico (BASSO et al., 2005).

As drogas anti-inflamatdrias atuais tém apresentado varias limitacGes, como falta de
resposta, efeitos adversos, problemas no custo de producdo e entrega; portanto, é necessario
encontrar-se novos agentes anti-inflamatdrios, com farmacologia seletiva e perda da toxicidade.
Extratos tém sido utilizados ha séculos na medicina popular para aliviar doencas inflamatérias,

no entanto, o conhecimento sobre os mecanismos de acdo é infimo. O entendimento dos
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mecanismos moleculares entre as propriedades dos produtos naturais é essencial para encontrar
compostos que possam ser utilizados como modelo de novas moléculas com acdo terapéutica
(NEWMAN E CRAGG, 2007).

1.5. Atividades bioldgicas de plantas medicinais do Cerrado brasileiro

A regido do Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro e abriga uma variedade de
espécies de plantas (SOUZA et al., 2012), que sdo conhecidas por apresentarem compostos de
interesse biotecnoldgico, para aplicacfes na medicina e na industria de alimentos (CARAMORI
et al., 2004). Vérias plantas de familias encontradas neste bioma, por exemplo, Apocynaceae,
Sapotaceae, Fabaceae, entre outros, tém atividades biolégicas como antimicrobianos, anti-
inflamatorios e antifngico, descritas em alguns trabalhos na literatura (SILVA et al., 2009;
SOUZA et al., 2012).

A atividade anti-inflamatdria das plantas do Cerrado pode estar associada a presenca de
triterpenos e flavondides encontrados em plantas como as Sapotaceae, e suas espécies de
Pouteria (SILVA et al., 2009). Além destas, em outras plantas desse bioma, como as das
familias Flacourtiaceae (Casearia sylvestris) e Sapindaceae (Cupania vernalis e Serjania
lethalis), foram comprovados em modelos in vitro atividade anti-inflamatéria (NAPOLITANO
et al., 2005).

1.5.1. O género Pouteria (Sapotaceae Juss.)

A familia Sapotaceae pertence a ordem das Ericales e ao filo angiosperma, é de
morfologia variavel, apresentando 53 géneros e cerca de 1250 espécies ja descritas, que se
encontram distribuidas mundialmente (Figura 4), e com maior diversidade em regides tropicais
e subtropicais da Asia e América do Sul (SWENSON E ANDBERG, 2005). No Brasil, segundo
Carneiro et al. (2015), atualmente sdo registrados cerca de 12 géneros, 232 espécies e 27
subespécies.

Muitas espécies da familia Sapotaceae sdo conhecidas por apresentarem relevancia
econdmica atraves de seus frutos, da producéo de latex, madeira e derivados (PENNINGTON,
1991), e também pelo seu potencial medicinal (SILVA et al., 2009). Dentre os principais
géneros presentes nesta familia, destaca-se Pouteria Albl. com aproximadamente 330 espécies

distribuidas em grande parte pelos Neotropicos (PENNINGTON, 1991), sendo registradas no
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Brasil, atualmente, cerca de 122 espécies, dessas, 50 sdo endémicas e outras oito subespécies
(ALVES-ARAUJO, 2015). Além disso, no Brasil, esse género encontra-se disperso
principalmente na Amazonia e regido costeira e com frequéncia na Bahia, Espirito Santo, Rio
de Janeiro e Sdo Paulo (PENNINGTON, 1991).

Figura 4 - Distribuicdo geografica do género Pouteria, destacado em vermelho
Fonte: PEILER etal., 2004

Pouteria € um género de arvores frutiferas tropicais, no qual seus frutos apresentam a
polpa amarela com uma a quatro sementes duras. Os frutos podem ser consumidos frescos ou
depois de cozidos, podendo ser também utilizados na fabricacdo de cremes, sorvetes, batidas,
doces e geleias. Foi relatada que espécies de Pouteria possuem muitos antioxidantes
polifendlicos biologicamente ativos, que incluem o acido galico, galocatequina, catequina,
epicatequina, dihidromiricetina e miricetina (MA et al., 2004). As folhas de algumas espécies
também reportaram potencial anti-inflamatdrio e na literatura € demonstrada também os efeitos
protetores dos extratos de frutas em danos induzidos ao figado pelo paracetamol, contudo,
estudos aprofundados ainda precisam ser realizados (ASEERVATHAM et al., 2014).

As espécies de Pouteria tém sido utilizadas como plantas medicinais por apresentarem
grande potencial no tratamento de inflamagdes, febres, erupcdes de pele, Ulceras e ainda efeitos
larvicidas e antiradicalar (MA et al., 2004; MONTENEGRO et al., 2006).

Possuem triterpenos e flavonoides como principais metabdlitos secundarios (SILVA et
al., 2009). Um fitocomponente também isolado de varias espécies € o Lupeol, um triterpeno
natural que tem apresentado grandes propriedades farmacoldgicas como agentes anti-
inflamatorios, anti-artrite, antimutagénico e antitumorais (AGARWAL E RANGARI, 2003).

16



Segundo Silva (2007), os dados acerca da atividade farmacoldgica, bem como dos
metabdlitos secundarios do género Pouteria, sdo limitados. Todavia, as atividades
antimicrobiana, citotdxica e imunomoduladora tém sido evidenciadas.

No presente trabalho, estudamos duas espécies deste género, Pouteria ramiflora (Mart.)
Radlk. e Pouteria torta (Mart.) Radlk, as quais estdo amplamente distribuidas no Brasil onde
sdo encontradas nos dominios fitogeograficos Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica
(ALVES-ARAUJO, 2015).

A espécie Pouteria ramiflora (Figura 5), é uma arvore com cerca de 10m de altura
presente no centro e no Sul do Brasil e estende-se para o norte da Amazonia e a oeste para a
Bolivia, com registro no Paraguai (PENNINGTON, 1991). E muito comum no Cerrado
brasileiro, estando presente nas fisionomias de cerraddo, cerrado sentido restrito, cerrado ralo,
borda de vereda e mata mesofitica (ALMEIDA et al., 1998). Foram coletadas no estado da
Bahia, flores de abril a dezembro, e frutos, de setembro a fevereiro, em areas de campo rupestre,
cerrados e matas de galeria. Tem como nomes populares “louco” e “massaranduba” (QUEIROZ
E CARNEIRO, 2011) na Bahia, fruta-do-veado e pessegueiro-do-cerrado em Minas gerais,
macaranduba e pitomba-do-leite no Piaui, e abiu-culite no Para (ALVES-ARAUJO, 2015).

Costa et al. (2014) identificou em seu estudo a partir de extratos hidroalcoolicos a
presenca dos compostos fendlicos miricetina-3-O-$-D-galactopiranosideo e miricetina-3-O-a-
L-ramnopiranosideo na concentragdo de 13,55 mg/g e 9,61 mg/g, respectivamente, bem como
também um total de 125,87 mg/g de fendis e 48,82 mg/g de flavonoides.

Em um ensaio com o extrato etanolico nas concentracGes de 50 e 100 mg/Kg de P.
ramiflora, foi evidenciado o efeito anti-inflamatdrio e analgésico em camundongos (FONTES-
JUNIOR et al., 2009).

Estudos em camundongo, demonstraram que a Pouteria ramiflora potencializou a
atividade de enzimas antioxidantes e a diminuicao de espécies oxidantes em animais diabéticos.
O extrato da planta conferiu efeito neuroprotetor, entretanto estudos futuros sdo necessarios
para comprovar tal mecanismo de acdo em diferentes fases do diabetes (COSTA et al., 2013).
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Figura 5 - Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk, (A) Folhas e (B) frutos.
Fonte: LORENZI et al., 2006.

29 ¢ 29 €6 4

A Pouteria torta (Figura 6), popularmente conhecida como “guapeva”, “curiola”, “aca
ferro”, “abit do cerrado” e “grdo de galo”, ¢ uma arvore com ciclo de vida longo, podendo
medir entre 8 a 14 m de altura e estd presente no Cerrado brasileiro, mas também pode ser
encontrada da regido amazobnica ao estado da Bahia. Pessoas da regido utilizam os frutos
amarelos na alimentacéo e a casca da arvore como antidisentérico (PERFEITO et al., 2005;
LORENZI, 1992). Sua distribuigdo ocorre no México, América Central, e Paraguai, na América
do Sul (PENNINGTON, 1991). No Brasil, pode ser encontrada em florestas semideciduas,
pluviais e no Cerrado, e distribuida desde a regido amazonica até o Goias, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Sdo Paulo, Bahia e Parana (LORENZI, 1992). Estudos na Bahia demonstraram que a
espécie abrange a regido do cerrado, florescendo entre fevereiro a dezembro e frutificando de
maio a janeiro (QUEIROZ E CARNEIRO, 2011).

Extratos hexanicos e diclorometanico das flores e frutos de Pouteria torta apresentaram
a e B-amirina (sendo que essa também foi isolada de folhas). Além disso, lupeol, taraxasterol,
pesudotaraxasterol, cicloartenol, lanosterol, lanosta-7,24-dien e palmitato de eritrodiol. Acidos
graxos, triglicerideos e hidrocarbonetos de cadeia normal e ramificada também foram isolados
desses extratos (DAVID, 1993; SILVA et al.,, 2009), ainda dessa espécie, destaca-se 0
isolamento dos acidos betulinico e ursélico através do extrato metanolico (CHE et al., 1980).

Trés flavonoides foram identificados e isolados de P. torta, sendo duas do extrato
metandlico: miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo, miricetina-3-O-a-L- arabinopiranosideo e

miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo de extratos hexanicos (PERFEITO et al., 2005).
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Além disso, foi demonstrado também a presenca de derivados de glicosideos nos
extratos de folhas P. torta. Estes metabdlitos secundarios sdo flavondis, a subclasse mais
abundante dos flavonoides (COSTA et al., 2014).

Ja uma proteina isolada de sementes de Pouteria torta, a pouteri, que apresenta atividade
semelhante a lecitina, demonstrou atividade antifingica pela inibi¢do do crescimento de alguns
fungos, através da interacdo da espécie com componentes presentes na parede celular flngica
como mananas, quitinas e outros sacarideos. Apontou também atividade inseticida e foi
responsavel por induzir a aglutinacdo de eritrocitos de humanos, coelhos e ratos, ainda
demonstrando notavel atividade indutora da apoptose em células de mamiferos (BOLETI et al.,
2007; BOLETI et al., 2008).

Apesar de sua importancia e de alguns autores terem realizados estudos revisando a
familia Sapotaceae e 0 género Pouteria spp. no Brasil, ha a necessidade de novos estudos sobre
a caracterizacdo da composicdo quimica e bioldgica dessas espécies, devido a morfologia
complexa apresentada por muitas espécies e a falta de especialistas na area, impossibilitando

muitas vezes sua interpretacdo (SILVA et al., 2009).

A B

Figura 6 - Pouteria torta (Mart.) Radlk, (A) folhas e (B) frutos
Fonte: LORENZI et al., 2006.

A existéncia de poucas publica¢es cientificas para a maioria das atividades bioldgicas
descritas para espécies de Pouteria (SILVA et al., 2009) complementam a finalidade deste
estudo, no que tange ao preenchimento dessa lacuna e possibilita novos conhecimentos sobre

estas plantas do Cerrado brasileiro.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial anti-inflamatorio de extratos de plantas das espécies Pouteria torta

e Pouteria ramiflora em modelo celular inflamatério in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar a modulacdo da expressdo génica de marcadores inflamatorios (NFkb, Tnfo,

IL-6, INOS e COX-2), na presenca dos extratos de plantas utilizados no estudo.

Confirmar o potencial anti-inflamatorio e antioxidante dos extratos de plantas estudados

atraves da producdo de 6xido nitrico (NO), prostaglandina (PGE2) e Glutationa (GSH).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material botanico

Os extratos vegetais utilizados foram fornecidos pelo Laboratdrio de Produtos Naturais,
da Faculdade de Ciéncias da Salde, da Universidade de Brasilia (UnB). As plantas sdo
provenientes da regido do Cerrado e entorno de Brasilia, e foram identificadas pelos botanicos
Sueli Maria Gomes e Christopher William Fagg. Vouchers das espécies foram depositados no
Herbéario da UnB (Tabela 1).

Tabela 1 — Lista de espécies de plantas utilizadas no estudo

Espécies de plantas Nome popular Familia Vouchers

Pouteria ramiflora “Fruta-do-veado”, “pessegueiro-do-cerrado”, Sapotaceae  (UB) 3671
(Mart.)Radlk louco”, massara‘l‘ldqba s .pliomba-de—lelte

0u “abiu-cutite
Pouteria torta “Guapeva” ou “grao de galo” Sapotaceae  (UB) 3674
(Mart.)Radlk

3.2. Extracédo boténica

Para obtencdo do extrato, o material botanico foi seco em estufa com circulacéo de ar
a temperatura inferior a 40°C, e, em seguida, submetido a moagem através de moinhos de facas.
O pé obtido foi macerado com etanol 95° e 4gua destilada, posteriormente a solucao resultante
foi concentrada em evaporador rotatorio sob temperatura inferior a 40°C (CORREIA et al.,
2008). Para os experimentos, 100 mg dos extratos etandlico e aquoso foram solubilizados com
1mL dos solventes especificos, obtendo as solugdes estoques com concentracdo final de 100
mg/mL (Tabela 2). O etanol dos extratos etanolicos utilizados nos experimentos estavam em

uma concentracdo menor que 1% para ndo interferir na capacidade de producéo de citocinas.
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Tabela 2 — Informagdes técnicas dos extratos das plantas testados

Cédigo Espécies de Parte Extrato Pesodo Solvente  Volume Concentracdo
Plantas da Extrato do
Planta Solvente
PT2 Pouteria torta Folhas  Etandlico  0,1000g Etanol ImL 100 mg/mL
(Mart.)Radlk (95°)
PR3 Pouteria ramiflora  Folhas ~ Aquoso  0,1000g Agua ImL 100 mg/mL
(Mart.)Radlk ultrapura
estéril
PR4 Pouteria ramiflora  Folhas  Etandlico  0,1000g Etanol ImL 100 mg/mL
(Mart.)Radlk (959)

3.3. Linhagem celular

As células RAW 264.7 American Type Culture Collection (ATCC® TIB71™) foram
originalmente identificadas a partir da ascite induzida por tumor formado ap0s injecao do virus
da leucemia Abelson (A-MuLV) em camundongo macho. S&o células com caracteristicas de
macrofagos de crescimento aderente e que apresentam a capacidade de produzir 6xido nitrico
guando estimuladas com LPS. E um modelo in vitro excelente para a selecdo de drogas anti-
inflamatorias e subsequente avaliagéo de inibidores das vias de sinalizagdo que levam a indugéo
de enzimas inflamatorias e a producdo de citocinas pro-inflamatérias (FENGYANG et al.,
2012).

3.4. Cultura de células

Para avaliar os efeitos dos extratos das plantas e a producdo de mediadores inflamatorios
foram utilizados macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 (ATCC) TIB-71 adquiridas do
Banco de Células do Instituto Adolf Lutz.

As células foram mantidas em nitrogénio liquido (criopreservacdo) em solucdo de
congelamento contendo 5% de Dimetilsulfoxido (DMSO) e 22% de Soro fetal bovino (SFB).
Para os ensaios de estimulacdo in vitro, as células foram descongeladas em banho maria a 37°C
por 2 minutos e foram transferidas para frasco de 75 cm?contendo meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM), o qual era composto por glicose 4500 mg/L, 110 mg de Piruvato de Sédio
e 2mM L-glutamina (Sigma-Aldrich, Life Science, USA). Esse meio ainda foi suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Invitrogen), inativado por calor (56°C por 1h),

100U/mL de penicilina-estreptomicina (SIGMA-Aldrich), 1% amino4cidos ndo-essenciais
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(SIGMA-Aldrich) e 25mM de HEPES (Acido Etanosulfonico 4-2-Hidroetil Piperazina-1,
Sigma-Aldrich), o qual foi denominado meio DMEM completo. Em seguida, as células foram
armazenadas em estufa incubadora a temperatura de 37°C contendo 95% de ar e 5% de CO>
até completa recuperacao da linhagem celular, o meio foi trocado rotineiramente a cada 3 dias.
Apos atingir confluéncia superior a 90%, subcultivos foram realizados obedecendo a taxa de
1:3 recomendada.

A contagem global de células foi realizada na camera de Neubauer para a contagem
total do numero de macrofagos RAW 264.7. Em todos os experimentos, as células foram
cultivadas ap6s o plaqueamento por 24 horas antes do tratamento.

3.5. Cinética de ativacado da linhagem celular RAW 264.7

Como controle positivo da ativacao dos macrdfagos foi utilizado o lipopolissacaridio de
bactérias gram-negativas (LPS) (Lipopolysaccharides from Escherichia coli 055: B5) (Sigma-
Aldrich®, Life sciences, St. Louis, EUA). Para definir a melhor concentracao de LPS capaz de
estimular as células, foi realizada uma curva com as concentragdes de 0,25, 0,5 ¢ 1 pg/mL nos
tempos 24, 48 e 72 horas. Para este ensaio, as células foram cultivadas conforme descrito
anteriormente e semeadas em microplacas de 12 pogos em uma concentracdo de 4x10° por
poc¢o, por um periodo de 24 horas. Em seguida, 0 meio DMEM completo foi descartado, e
adicionado DMEM com 5% de SFB para manter sob controle a taxa de crescimento celular.
Apo0s 24 horas, foi adicionado aos po¢os o LPS nas concentracBes descritas anteriormente e
incubadas a 37°C em estufa com 5% CO; por 24 horas. Como controle negativo, foram
utilizadas células em cultura sem tratamento. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados
a -20°C para andlise da producdo de déxido nitrico, e todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

Apos a analise destes resultados, para avaliarmos se 0 aumento da concentracgao celular
melhorava a produgéo de éxido nitrico, foi realizada uma curva com diferentes concentragdes
de células. Células RAW 264.7 foram semeadas em placas de 12 pocos nas concentracdes
5x10°%, 5x10% 5x10° e 5x10°. Apds 24 horas, foi adicionado LPS na concentragio de 1pg/mL e
incubado a 37°C, logo apds, nos tempos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas, e 0s sobrenadantes de cada
periodo foram coletados.

A seguir, demonstramos na figura 7, um esboco definido previamente para a realizagéo

dos experimentos.
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3.6. Delineamento experimental

Células RAW 264.7 (modelo in vifro)

Viabilidade celular e Resposta inflamatoria
teste de citotoxicidade
¥ Mediadores
Expressio génica |
TeT. [ .
WL GAPDH |~ NO || Espectrofotometria
¥ (Cell Counting Kit-8) | [
NF-kB PGE2 || ELISA
| L
»| Vermelho Neutro TNF-o GSH |} | Espectrofotometria
i — | gPCR '
IL-6
|
iNO5
|
COX-2 | _

Figura 7 - Delineamento experimental desenvolvido durante o estudo.

3.7. Avaliacdo da viabilidade celular apos interacdo com os extratos de plantas

3.7.1. Ensaio de WST-8

A citotoxicidade dos macréfagos tratados com os extratos foi determinada empregando-
se 0 método WST-8 (Cell Couting kit-8) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), que é muito
semelhante ao método colorimétrico 3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolio, Methyl-Thiazolyl-Tetrazolium (MTT).

O ensaio de MTT ¢é baseado na capacidade da enzima mitocondrial desidrogenase
presente somente em células vidveis, em clivar os anéis de tetrazdlio de um reagente soluvel, o
MTT o qual resulta na producéo de cristais de formazan violeta, que s&o insolUveis em &gua e
as membranas celulares e devem ser solubilizados em dimetilsulféxido (DMSQ). O ensaio de
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WST-8 apresenta 0 mesmo principio, mas emprega o sal monossédico de tetraz6lio WST-8 [2-
(2-metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofenil) 2H-tetrazélio], que também
produz cristais de formazan violeta, mas solGveis em agua, ndo sendo necessario 0 emprego de
DMSO para a dissolugdo dos cristais formados, o que torna 0 método mais sensivel que o MTT
e 0 XTT, comumente empregados. Em ambos os ensaios, 0 nimero de células sobreviventes é
proporcional & quantidade de formazan e é representado pela cor da solugdo. A cor é
quantificada em espectrofotdmetro ou leitor de microplacas (JAFARAIN et al., 2014).

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade celular, as células foram cultivadas em
DMEM completo numa concentragdo de 1x10° em placas de 96 pogos, incubados a 37°C em
estufa com 5% CO> por um periodo de 24 horas. No dia seguinte, o meio foi trocado por 180
puL de meio DMEM suplementado com 5% de SFB com vermelho de fenol e foi adicionado
20uL de cada concentragdao do extrato testado. Os extratos de Pouteria torta e Pouteria
ramiflora estavam em diferentes concentragdes: 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156, 0,078 0,039,
0,020 mg/mL.

Depois da adicdo dos extratos, a cultura de células foi homogeneizada e a placa foi
novamente incubada nas mesmas condi¢des descritas. No terceiro dia, 0 meio foi descartado e
acrescentado 100uL de meio DMEM incolor (sem a presenga de vermelho de fenol)
suplementado com 5% de SFB, e, em seguida, 10uL de WST-8 foi adicionado em cada poco.
Nesse ensaio para o controle positivo, utilizamos células estimuladas com LPS e sem tratamento
com o0s extratos. Para o controle de morte celular, usamos células estimuladas com LPS e
tratadas com 10uL de Triton-X 1%. Para o branco, 0 meio DMEM incolor sem celulas. Apds 4
horas de incubagdo com o WST-8, foi medida a absorbancia das amostras em espectrofotdmetro
(Thermo Plate TP-Reader) utilizando filtro com comprimento de onda de 450 nm. Para
descartar interacdo quimica entre o extrato e o reagente de WST-8, foi realizado um ensaio
utilizando apenas WST-8 e cada uma das concentracdes dos extratos testados, sem a presenca

de células.
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3.7.2. Ensaio de Vermelho Neutro

O ensaio de incorporacdo do vermelho neutro é um teste que avalia a sobrevivéncia e
viabilidade celular sendo baseada na capacidade das células viaveis incorporarem o vermelho
neutro, um corante supravital, cationico fraco que penetra facilmente nas membranas celulares
por um mecanismo distinto da difusdo, acumulando-se intracelularmente nos lisossomas, onde
se liga aos sitios de matriz lisossomal anidnica. AlteracBes na superficie celular ou membrana
do lisossoma leva a fragilidade lisossomal e outras mudancas que gradualmente tornam-se
irreversiveis. Tais alteracdes causadas pela agdo de xenobidticos resultam numa reducdo da
absorcdo e ligagdo do vermelho neutro, portanto, é possivel distinguir células mortas,
danificadas, e vivas, que € a base deste teste (MATTANA et al., 2014).

Para avaliar a viabilidade das células frente aos extratos, nos termos de integridade
lisossomal, foi realizado o ensaio do vermelho neutro conforme descrito por Taner et al. (2013),
com algumas modificacBes. As células foram colocadas em placa de 96 pog¢os numa
concentracio de 1x10°, em meio DMEM completo e foram mantidas a 37°C com 5% de COs..
Ap0s 24 horas 0 meio foi substituido por 180uL de meio DMEM incolor contendo 5% de SFB,
e 20 pL dos extratos (PT2, PR3 e PR4) nas concentra¢es: 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156,
0,078 0,039, 0,020 mg/mL. Em seguida, a placa foi novamente incubada por 48 horas nas
mesmas condigdes supracitadas. Apos 48 horas de incubagdo com o extrato, o meio foi aspirado
e as celulas foram lavadas duas vezes com a solucdo tampdo fosfato salino (PBS- pH 7.4) e 100
puL de meio DMEM completo e suplementado com 50 pg/mL de vermelho neutro foram
adicionados aos pogos. A placa foi incubada a 37°C com 5% de CO2 por 3 horas, ap6s esse
periodo, o meio foi descartado e as células foram lavadas 5 vezes com PBS a fim de remover o
excesso de corante ndo incorporado as células e 100 pL de solucdo de alcool-acido (50% de
etanol, 1% de &cido acético e 49% de agua destilada) foram adicionadas em cada poco para
fixar o vermelho neutro nas células. A placa foi agitada por 10 minutos e a absorbancia de cada
amostra foi lida em leitor de microplacas a 492nm. Os resultados foram expressos como uma
porcentagem das células ndo tratadas, usando a equacao:

Viabilidade (%) = (n° de células viaveis/numero total de células) X 100.

Devido nossos resultados prévios terem demonstrado que os extratos das plantas foram
citotoxicos, e além disso, interagiram quimicamente com o0s reagentes utilizados nas

concentragbes 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156 mg/mL, nds continuamos 0s ensaios

26



subsequentes apenas com as concentragdes 0,078 0,039, 0,020 mg/mL, dos extratos PT2, PR3

e PR4 no tempo de 48 horas.

3.8. PCR em tempo real (QPCR)

3.8.1. Extracdo e purificagdo de RNA

Para a extracdo e purificacio de RNA, foi utilizado o Kit Direct-zol™ RNA Miniprep
(R2051, Zymo Research, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante, que inclui etapa de
tratamento com DNAse. O método inicia com a extracdo pelo Trizol, que é constituido de uma
solucdo monofasica de fenol e uma de isotiocianato de guanidina que rompe a célula mantendo
a integridade do RNA total.

Para este ensaio, as células RAW 264.7 foram cultivadas na concentragio de 7x10° em
garrafas de 25cm? contendo meio DMEM 10% completo (com vermelho de fenol) até atingirem
confluéncia de 90%. Apos esse periodo, o meio foi descartado e adicionado 3 mL de meio
DMEM incolor contendo 5% de SFB. Em seguida, as células foram tratadas com extrato nas
dilui¢des 0,156, 0,078, 0,039, 0,020 mg/mL e apos 3 horas foi adicionado 30 puL de LPS. As
células foram mantidas a temperatura de 37°C em atmosfera de 5% CO. por 48 horas. Apds as
48 horas, 0 sobrenadante foi coletado e armazenados em microtubos de 1,5mL, que foram
congelados a -20°C para posterior dosagem de citocinas. Em seguida, 1 mL de Trizol, TRI
Reagent® (Sigma-aldrich, Life Science) foi adicionado ao tapete celular e, por pipetagem
repetitiva, promoveu-se a lise celular. Em seguida, o lisado foi transferido para microtubos de
2 mL e armazenados a -20°C.

No dia seguinte, foi realizada a purificagdo do RNA por meio do kit Direct-Zol™ RNA
MiniPrep. O lisado celular (ImL) em trizol foi descongelado por 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir a completa dissociagdo dos complexos de nucleoproteinas. Depois de
descongelado, 1 mL do lisado celular foi transferido para novo microtubo e 1mL de etanol 95%
filtrado foi adicionado, o conteddo foi homogeneizado e agitado vigorosamente por 15
segundos, e, em seguida, transferido para a coluna de silica, quando foi centrifugado a 11.000g
por 1min. Em seguida, o filtrado foi descartado e a coluna transferida para tubo novo onde foi
adicionado 400 pL de solucdo de lavagem (RNA Wash Buffer), e uma nova centrifugacao foi
realizada a 11.000g por 1min. A coluna foi entdo transferida para novo tubo para dar inicio a

purificacdo do RNA.
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Para o processo de purificacdo do RNA foi adicionado a coluna 80uL de DNAse
(cocktel DNAse), aplicado diretamente no filtro, em seguida, os tubos e coluna foram incubados
a 37°C em atmosfera de 5% CO2 por 15 min e, apds esse tempo, os tubos foram centrifugados
a 11.000g por 30s. No passo seguinte, foi adicionada a coluna 400uL de solugédo pré-lavagem
(RNA pré-wash buffer), e uma nova centrifugacéo foi realizada a 11.000g por 1 min. O filtrado
foi descartado e esse passo novamente repetido. Posteriormente, foi adicionado a coluna 700uL
de solucdo de lavagem (RNA wash buffer) e nova centrifugacdo a 11.000g por 2 minutos. O
filtrado foi descartado e, em seguida, foi repetido a centrifugacdo com a coluna vazia na mesma
velocidade e tempo. A coluna vazia foi transferida para novo microtubo livre de RNAse e
recebeu a adi¢do de 22uL de agua ultrapura (Invitrogen, Life technologies). Para a liberagdo do
RNA purificado da coluna de silica, uma nova centrifugacdo a 13.500g por 2 minutos foi
realizada. O filtrado contendo RNA foi coletado e transferido para tubo de 1,5mL devidamente

identificado para seguir com a quantificacdo do RNA.

3.8.2. Analise do RNA extraido

A qualidade do RNA extraido foi avaliada atraves de eletroforese em gel de agarose a
1% corado com brometo de etidio (0,5ug/mL). A quantificacio do RNA extraido foi
determinada atraves de espectrofotometro NANODROP ND-100 (Thermoscientific, Walthan,
EUA). Para avaliar o grau de pureza das amostras foi considerada a razdo da absorbancia em
dois comprimentos de onda nas densidades o6ticas (DO) Azso2s0 NM (que avalia contaminagao
com proteinas) e Azso2z0 NM (que avalia contaminagdo por compostos organicos), quando a
razdo dessas densidades éticas foi superior a 1.9, o grau de pureza do RNA foi considerado
adequado para a realizacdo das analises. Depois de quantificado em espectrofotdmetro, 0 RNA
total foi estocado a -80°C para posteriormente fazer a sintese do cDNA.

3.8.3. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit Highcapacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) e as recomendacBes do fabricante seguidas na
integra. Na maioria das amostras, quantidades de 2ug de RNA total foram submetidas a

transcricdo reversa (RT). Nas amostras com quantidade insuficiente, foi usado o volume
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méaximo de RNA mais agua (9L) por reacdo de RT, respeitando o volume total da reacéo de
RT indicada pelo fabricante. Se ainda assim ndo fosse o suficiente, nova extracdo de RNA foi
realizada para outra reacdo de RT. N&o é indicada pelo fabricante a quantificacdo das amostras
de cDNA ap6s a reacdo de RT, sendo a quantidade de RNA colocado na reacdo igual a
quantidade de cDNA obtida apds a reacgéo.

Apos a sintese de cDNA, as amostras foram diluidas para a concentracdo final de
6ng/uL. Essa concentracdo foi estabelecida para padronizar o volume de cDNA para 6uL de
amostra a ser pipetado para que cada reacao de gPCR tenha 36ng/pL, tendo em vista o objetivo
de diminuir a0 maximo o erro de pipetagem, tornando possivel a utilizacdo de pipetador
automatico. Posteriormente, os microtubos contendo o cDNA foi armazenado em temperatura

de - 20°C para futuras analises.

3.8.4. Definicéo dos genes de interesse para o estudo

Para esta etapa, selecionamos genes envolvidos com a atividade inflamatoria, que
melhor respondessem aos objetivos propostos no estudo. Foram utilizados 6 primers
sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT), descritos a seguir na Tabela 3. Todos 0s
pares de primers foram desenhados utilizando o programa Primer Express (Applied Biosystems)
com base nas sequéncias obtidas da base de dados do transcriptoma de camundongo

(http://www.informatics.jax.orq).

Tabela 3 — Genes de macr6fagos RAW 264.7 analisados no estudo

Simbolo Descricgéo Pseuddénimo
Gene
alvo
GAPDH  Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase Gapdh
COX-2 Ciclooxigenase 2 -
IL6 Interleucina 6 IL-6
INOS Sintase induzida do 6xido nitrico Nos2 ou iINOS
NFxB Fator Nuclear kappa B NF-kB, NF-kappaB, NF-«xB, p10
p50, p50/p105
TNF-a  Fator de Necrose Tumoral alfa ~ Tnf-a
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3.8.5. Padronizacdo das concentracGes dos primers especificos

Os experimentos de qPCR foram realizados no equipamento StepOnePlus™
(Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA). A otimizagdo do protocolo de
reacdo foi usada para determinar o desempenho da reacdo de PCR quando comparada com
diferentes reacOes e condicOes. Para uma rigorosa avaliagcdo, diversos fatores sdo levados em
consideracdo e somados para se obter maior precisdo e confianca nos resultados: 1) Precisdo
que € determinada e passivel de ser corrigida quando a reacdo é feita em triplicata; 2) Eficiéncia,
indicada pela inclinagdo (slope) da curva padréo e de outros parametros como R? e Y-interceptor
(ponto em que a curva corta o eixo Y), esses sdo calculados pela diluigdo seriada, demonstrando
0 quao bom um valor € em predizer outro valor, estabelecendo uma boa confian¢a na correlacéo
de dois valores, e; 3) Sensibilidade da analise estatistica, onde um grande namero de replicatas
é necessario para prover significancia estatistica.
Para otimizar o protocolo de reacdo de gPCR e a quantificagdo relativa pelo método
AACt, dois experimentos foram necessarios. O primeiro experimento ¢ a Matriz dos primers,
ou titulacdo. Nesse experimento diferentes concentracdes dos primers sdo usadas com a mesma
amostra de cDNA, sempre em triplicata. A concentracdo ideal € aquela que apresenta um maior
rendimento, ou seja, menor valor de threshold cycle (Ct) e maior ARN. Ainda com a titulagéo,
é possivel identificar a presenca ou ndo de dimeros de primers e a especificidade da reagéo,
apresentando uma unica curva de melting. O segundo experimento é o ensaio de eficiéncia da
reacao, onde é possivel determinar se o protocolo de reacéo esta bem otimizado em relagéo as
concentracBes dos componentes e também se os primers foram bem desenhados. Uma
eficiéncia adequada para o conjunto de primers deve ficar em torno de 90-110%. Valores
diferentes indicam problemas no experimento ou que os primers ndo sdo eficientes. A eficiéncia
da reacdo garante que os resultados gerados serdo precisos e confiaveis quando comparados a

outros experimentos.
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3.8.6. Titulagédo dos Primer

Inicialmente, as sequéncias dos primers foward e reverse dos genes GAPDH, COX-2,
IL-6, INOS, NF-kB e TNF-a foram obtidas, para expressdo génica pelo método AACt por SYBR
Green (Tabela 4).

Tabela 4 - Sequéncia dos Primers dos genes investigados por rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real
(gPCR)

Simbolo Sentido Sequéncia (5'-3") Tm*

Gene alvo

GAPDH Foward 5-CCG GTG CTG AGT ATG TCG-3° 85,72
Reverse 5-CCC TGT TGC TGT AGC CGT A-3°

COX-2 Foward 5-TGA GTA CCG CAAACG CTT CTC-3° 80,35
Reverse 5-TGG ACG AGG TTT TTC CAC CAG-3°

IL-6 Foward 5-GCT ACC AAA CTG GAT ATA ATC AGG A-3 73,48
Reverse 5-CAG GTA GCTATGGTACTCCAGAA-3’

iNOS Foward 5-GGC AGC CTGTGAGACCTT TG-3° 77,81
Reverse 5-GCATTG GAA GTG AAG CGT TTC-3°

NFxB Foward 5-AGC CAGCTTCCGTGTTTG TT-3° 77,81
Reverse 5-AGG GTTTCG GTTCACTAGTTT CC-3

TNF-a Foward 5-TCTTCT CAT TCC TGC TTG TGG-3° 81,7
Reverse 5-GGT CTG GGC CAT AGA ACT GA-3°

*Tm= Temperatura média de anelamento em °C.

A concentracdo ideal de primers utilizadas na reacdo de gPCR deve ser a minima
necessaria para a duplicacdo de todas as copias do gene possiveis na amostra. Dessa forma,
utilizando a mesma quantidade de amostras positivas de células estimuladas com LPS por 48
horas, foram feitas reagcbes com a combinacgéo de trés diferentes concentragOes de cada primer
(foward e reverse), 100, 300 e 600 nM formando nove pares com concentracOes distintas. As
reacOes foram realizadas em triplicatas para cada gene. Foi utilizado o método de Quantification
— Relative Standard Curve. A concentracdo 6tima foi aquela em que o gene de interesse obteve
0 menor crossing threshold ou ciclo limiar (Ct) e ARN maior que 1, sem a formagao de dimeros.
Na tabela 5, estéo listadas as condigdes 6timas padronizadas para cada um dos primers a partir

do ensaio de otimizacao/titulacéo.

31



Tabela 5. Threshold, quantidades de primers e de cDNA e condigdes de termociclagem padronizadas para cada um dos
primers a partir dos ensaios de curva padréo e otimizacdo, para amplificacdo do qPCR.

N° de ciclos
Quzfmtidade de Quantidade de desna?ﬁragéo
Nome do gene Threshold primer (nM) cDNA (ng)

GAPDH F 2,22 300nM 100 40
GAPDHR 2,22 300 nM 100 40
COX-2F 0,73 300 nM 100 40
COX-2R 0,73 300 nM 100 40
IL-6 F 1,30 600 nM 100 40
IL-6 R 1,30 100 nM 100 40
INOS F 1,02 300 nM 100 40
INOSR 1,02 300 nM 100 40
NF-xB F 0,80 600 nM 100 40
NF-xB R 0,80 600 nM 100 40
TNF-o F 1,40 600 nM 100 40
TNF-a R 1,40 300 nM 100 40

3.8.7. Ensaio de eficiéncia

Estabelecida a melhor quantidade de primer por reagédo, realizamos o ensaio de
eficiéncia. Para esse experimento foi necessario preparar grandes quantidades de cDNA de uma
mesma amostra (células inflamadas com LPS, que apresenta expressdo de todos os genes
analisados), para ser diluida 1:2 em 6 pontos, em agua ultrapura (Invitrogen, Life techologies),
iniciando com 200ng, 100ng, 50ng, 25ng, 12,5ng e 25ng. Todas as reagdes foram feitas em
triplicatas por gene e o método utilizado foi Quantification — Relative Standard Curve ou

quantificacdo relativa.

3.8.8. Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real (qQPCR)

A deteccdo da expressdo génica por gPCR foi feita pelo sistema SYBR Green Méxima
SYBR Green/Rox gPCR (Thermo scientific, USA). Para cada reacdo de gPCR, foi utilizado
10pL de SYBR Master Mix (2x); 2uL de primer foward (5uM); 2uL de primer reverse (5uM);
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6L de cDNA (36ng) e quantidade suficiente de &gua ultrapura (Invitrogen, Life techologies)
para completar 20uL de reacdo. Os ensaios de amplificacdo foram realizados em placas de 96
pocos no StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied biosystems, USA). A amplificacao foi
realizada a 95°C por 10 min, seguido de um estagio de 40 ciclos de 95°C por 15s, 60°C por 1
min e 72°C por 30s. As reacdes foram realizadas em triplicata para cada gene, sendo que o gene
GAPDH foi utilizado como controle enddgeno e os valores de Ct foram calculados usando o

método 2-44¢,

3.8.9. Expresséo génica

Para a analise da expressdo génica dos transcritos que codificam os marcadores
inflamatorios estudados, os dados de quantificacdo relativa (Fold Change) foram calculados
pelo método AACt, que permite uma comparacao relativa com o grupo que nao recebeu
tratamento ou grupo calibrador. Neste estudo, os calibradores foram o grupo 1, que ndo recebeu
tratamento (NT), e o grupo 2, que foi estimulado com LPS (LPS).

Estes dados foram apresentados da seguinte forma: grupo calibrador 1 (G1), grupo
calibrador 2 (G2), grupos G3 a G5 tratados com extrato de Pouteria torta (PT2) nas
concentragcfes 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL, respectivamente, grupos G6 a G8 tratados com
extrato de Pouteria ramiflora (PR3) nas concentragfes 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL,
respectivamente, e 0os Grupos G9 a G11 tratados com extrato de Pouteria ramiflora (PR4) nas
concentracdes 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL, respectivamente.

Grupo calibrador 1:

- G2/G1 representa 0 numero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso no
Grupo 2 em relacdo ao Grupo 1, a fim de avaliarmos se o estimulo induzido com LPS altera a
expressao dos genes em estudo.

- G extratos (G3 a G11)/G1 representa 0 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou
menos (-) expresso nos Grupos extratos em relacdo ao Grupo 1, a fim de avaliarmos se os

extratos utilizados alteram a expressdo dos genes em estudo.

Grupo calibrador 2:

- G extratos (G3 a G11) /G2 representa 0 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou

menos (-) expresso nos Grupos extratos em relacdo ao Grupo 2, a fim de avaliarmos se 0s
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extratos utilizados no tratamento das células inflamadas com LPS alteram a expressdo dos genes

em estudo.

3.9. Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para anélise do NO, foi utilizado o método de Griess, pela adi¢ao de 100uL de reagente
de Griess (1% [wi/v] sulfanilamida em acido fosférico a 5% e 0,1% [w/v] de N-1-naftil-
ethylendiamide-dicloridrato (NEED) em &gua). As amostras de sobrenadantes das culturas
foram analisadas em leitora de microplacas (450nm), e os resultados expressos em pmol/L de
NO2 comparando-se a densidade 6tica (D.O.) obtida com uma curva padrdo de NOy™ variando
de 3,125 a 200,0 umol/L (GREEN et al., 1981).

3.10. Dosagem de PGE2

A quantificagdo de prostaglandina E> foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico
de competicdo, conforme estabelecido no kit do fabricante (Cayman Chemical Company item
no. 514010, Ann Arbor, MI, USA).

Para este ensaio, foram utilizados os sobrenadantes das células RAW 264.7 tratadas com
os extratos PT2, PR3 e PR4 nas concentragdes 0,078 0,039, 0,020 mg/mL.

A placa contida no kit para deteccdo de PGE2 estava pré-recoberta com o anticorpo
policlonal anti-1gG de cabra e bloqueada com uma formulagdo propria de proteinas, para evitar
reacOes inespecificas. Ap0s o preparo de todos os reagentes, 100 uL do EIA buffer foi
adicionado nos pocos NSB (ligante nao especifico) e 50 pL nos pocos Bg (ligante méximo), em
seguida 50 pL da curva padréo foi adicionada de acordo com cada concentracéo (padrdes 1-8)
em duplicata e em seguida 50 pL de cada amostra foi adicionado em triplicata nos respectivos
pocos, de acordo com cada concentracdo de extrato, iniciando pelos controles negativo (célula
sem estimulo) e, em seguida, pelo positivo (células estimuladas com LPS). Na sequéncia, 50
pL da enzima acetilcolinesterase ligada a prostaglandina (tracer) foi adicionada aos po¢os com
a Unica excecdo dos TA (atividade total) e do Blk (branco) e, por ultimo, 50 puL do anticorpo
monoclonal de prostaglandina E> foi adicionado aos pogos com excec¢do do TA, NSB e Blk. A
placa foi coberta por plastico filme e incubada por 18 horas a 4°C. Apos esse periodo, foi

retirado o plastico filme e a placa foi direcionada para o equipamento BEST 2000 para o
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processamento automatizado do ensaio. A placa foi inicialmente aspirada para remocao da
solucdo de preparacdo inicial e, em seguida, foi lavada, por 5 vezes com o Wash Buffer. Apos
esse processo, foram pipetados 200 pL do reagente de Ellman’s em todos os pogos € 5 uLL de
tracer no TA. Posteriormente, a placa foi incubada sob agitacéo orbital com cobertura plana e
auséncia de luz, por 90 minutos. Finalmente, a leitura da placa foi realizada empregando um

comprimento de onda de 405 nm.

O ensaio de PGE; é baseado na competicdo entre PGE; e a PGE, conjugada a
acetilcolinesterase, a uma quantidade limitada de anticorpo monoclonal de PGE,. Como a
concentracdo de PGE> conjugada é constante, e a da amostra de PGE: varia, a quantidade de
PGE: conjugada é capaz de se ligar ao anticorpo monoclonal de PGE2, o qual € inversamente
proporcional a concentracdo de PGE» na amostra pesquisada. Esse complexo entre o anticorpo-
PGE: se liga ao anticorpo policlonal anti-lgG de cabra que previamente revestiu a placa. A
placa entdo passa pelo processo de lavagem para remocdo dos compostos nao-ligados, é
adicionado o reagente de Ellman’s (substrato) aos pocos. O produto final dessa reacdo
enzimatica apresenta uma cor amarela (CAYMAN, 2015).

A analise da intensidade dessa cor é determinada espectrofotometricamente e 0s
resultados sdo avaliados de forma inversa a intensidade do sinal da absorbancia obtido, ou seja,
quanto maior for a concentracdo de PGE, na amostra testada, menor seré a ligacdo de PGE2

conjugada a acetilcolinesterase e menor sera a absorbancia, e vice-versa.

3.11. Ensaio da Glutationa

Células RAW 264.7 foram semeadas numa concentragdo de 1x108 em placas de 6 pogos
por 24 horas. Em seguida, foram tratadas com os extratos PT2, PR3 e PR4 nas concentragdes
(0,078 € 0,039 mg/mL) e incubados a 37°C. Ap0s 3 horas de tratamento foi adicionado 1ug/mL

de LPS e novamente transferido para a estufa e incubados a 37°C por 48 horas.

Apls esse periodo, as células foram lavadas com PBS 1X pH 7,4 e depois
ressuspendidas numa densidade de 1x10® por mL e transferidas para um tubo de
microcentrifuga. Em seguida, foram centrifugadas a 600g para a obtencdo do pellet ou
sedimento, e o sobrenadante foi descartado. O volume do pellet foi medido e adicionado de 3x
volumes iguais de solugéo de &cido sulfosalicilico 5% ao pellet formado, e entdo foram agitados

em agitador continuo. A suspensao formada foi congelada em nitrogénio liquido e descongelada
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em banho maria a 37°C, 2 vezes e depois foi mantida por 5 minutos a uma temperatura de 2-
8°C para a lise das células. Em seguida, a suspensdo celular foi centrifugada a 10.000g por 10
minutos e o sobrenadante foi quantificado em volume e reservado a uma temperatura de -20°C
até a realizacdo do ensaio. O valor do volume da amostra foi utilizado no calculo de

determinacéo da glutationa.

O ensaio foi realizado utilizando o Glutathione Assay Kit (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
EUA) de acordo com as intrucGes do fabricante. Os testes foram realizados em duplicata, 10pL
de Solucdo de acido Sulfosalicilico (SSA) 5% foi empregado como branco, além de controles
positivos e negativos, e dos padrdes de calibracdo. Para a reacdo, inicialmente foi adicionado
10uL do sobrenadante anterior, bem como controle positivo e negativo, e calibradores padrdes.
Em seguida, 150uL da solugédo de trabalho, que é uma mistura de solugdo da enzima glutationa
redutase diluida em tampéo fosfato de potassio (100mM, pH 7,0 com EDTA 1mM), com 1,5
mg/mL de &cido 5,5-Ditiobis (2-nitrobenzéico) DTNB, foi adicionada em cada poco. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e, em
seguida, 50puL da solugdo de Fosfato de Dinucleotideo de Nicotina e Adenina ou Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate (NADPH) a 0,16 mg/mL foi adicionada em cada poco. Apos
esse procedimento, a placa foi colocada em um leitor de microplacas a 412nm e a absorbancia

de cada poco foi medida, e calculada conforme a formula a seguir:

Nmoles de GSH por mL de amostra= AA412/min (amostra) x dilui¢cdo

AA412/min (1 nmole) x volume

3.12. Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada através da Andlise de Variancia (ANOVA), seguida
pelo método pos-teste (Bonferoni, Dunnett e t-teste) quando aplicavel, de acordo com o
programa GraphPad Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA).

Sendo consideradas diferencas estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao da cinética de ativacao da linhagem celular RAW 264.7

No inicio do estudo foi realizada uma curva para avaliar a melhor concentracao de LPS
na estimulagdo das células RAW 264.7 em diferentes tempos de cultivo. Para cada tempo foram
utilizadas as seguintes concentragdes de LPS: 0,25, 0,5 e 1 ug/mL em cada poco, que foram
analisadas através da producdo de éxido nitrico pelas células.

Os resultados apresentados apds o estimulo das células RAW 264.7 na concentracdo
4x10° com LPS mostraram uma maior produgio de 6xido nitrico (7,54 umol/L) na concentragio

de 1 pg/mL e no tempo de 48 horas (figura 8).

9.5- El RAW

8.5 3 RAW+LPS 0,25 pg/mL
7.54 E3 RAW+LPS 0,5 ug/mL
6.5- - @ RAW+LPS 1,0 ug/mL

5.54
4.54
3.54
2.54
1.5
0.5

NO (pmol/L)

24h 48h 72h
Cinética de tempo

Figura 8 — Produgdo de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante da cultura de macrdfagos RAW 264.7 estimulados
com diferentes concentragdes (0,25, 0,5 e 1,0 pg/mL) de LPS
Os resultados de NO foram expressos em pumol/L e representam a média + DP de trés experimentos independentes
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4.2. Avaliacdo de diferentes concentracgdes celulares numa cinética de ativacdo da
linhagem celular RAW 264.7 com 1pg/mL de LPS

Para nos certificarmos que o estimulo estava adequado para a quantidade de células por
poco utilizada no ensaio, e que a producdo de 6xido nitrico nestas células ndo era dependente
do quantitativo de células no ensaio, foi realizado também uma curva de concentragcdo de
células estimuladas com lug/mL de LPS para avaliar qual a concentragdo celular que
apresentava a melhor producdo de 6xido nitrico. As concentragdes utilizadas foram: 5x10°3,
5x10% 5x10° e 5x108, nos tempos 6, 18, 24, 48 e 72 horas em placas de 24 pogos (dados n&o
mostrados). De acordo com estes resultados, a maior produgdo de Oxido nitrico foi obtida na
concentragio de 5x10° nos tempos de 48 horas (8,66 = 1,01 pmol/L) e 72 horas (10,6 £ 1,10
umol/L) que mostraram resultados de produgdo de NO compativeis com 0 ensaio anterior,
embora tenham demonstrado que um ajuste na concentracdo celular aumentou a producédo de

NO pelas células (figura 9).
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Figura 9 — Producéo de 6xido nitrico no sobrenadante de células Raw 264.7 numa concentragio de 5x108
estimuladas com 1pg/mL de LPS nos tempos de 6, 18, 24, 48 e 72 horas

Os resultados de NO foram expressos em umol/L e representam a média £ DP de trés experimentos independentes.
NT (células ndo tratadas com LPS)
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4.3. Ensaios para avaliacdo da viabilidade celular apds interagdo com os extratos de
plantas

4.3.1. Ensaio utilizando como reagente WST-8
4.3.1.1. Interacdo dos extratos das plantas com o reagente WST-8

Antes da interacdo dos extratos com as células RAW 264.7, foi realizado um ensaio de
interacdo simples entre os extratos de plantas nas concentracGes utilizadas com o reagente de
WST-8 (Cell Counting kit-8), para avaliarmos se havia interacdo quimica nesta reacdo. Na
anélise do ensaio, consideramos que ndo ocorreu interagdo quando as concentraces de
absorbancia (D.O. em 450nm) foram inferiores ou igual ao branco do reagente de WST-8
utilizado. Neste caso, a absorbancia do branco foi de 0,110 e as concentra¢fes dos extratos que
ndo apresentaram interferéncia do reagente foram 0,020, 0,039, 0,078 mg/mL para os trés
extratos de plantas testados, embora os dois extratos de Pouteria ramiflora (PR3 e PR4),
também tenham apresentados auséncia de interacdes na concentracdo de 0.156 mg/mL (figura
10).
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PT2
PR3
PR4
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Absorbancia (450 nm)
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Figura 10 — Analise da interacdo quimica entre os extratos de Pouteria torta (PT2) e Pouteria ramiflora (PR3 e
PRA4) nas diferentes concentracg@es utilizadas e o reagente de WST-8 (Cell Counting kit-8)
Os resultados foram obtidos pela média + DP das triplicatas de trés experimentos independentes
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4.3.1.2. Efeito dos extratos das plantas sobre a viabilidade celular de RAW 264.7 pelo método
de WST-8

Para avaliar se os extratos de Pouteria spp. eram toxicos para as células, foram testadas
diluicbes com as trés concentracdes diferentes dos extratos que ndo apresentaram interacoes
quimicas com o reagente de WST-8 isoladamente no ensaio anterior, e descontado conforme
calculo a densidade otica do branco das amostras. Como os resultados obtidos demonstraram
gue as concentragfes de 0,156, 0,313, 0,625, 1,25, 2,5 e 5 mg/mL (para o extrato PT2) e as
concentracdes 0,313, 0,625, 1,25, 2,5 e 5 mg/mL (para os extratos PR3 e PR4) interagiam
quimicamente com o reagente de WST, nds padronizamos as trés concentragdes que nao
interagiram com todos 0s extratos e mostraram-se adequadas para o teste de viabilidade celular,
como: 0,020, 0,039 e 0,078 mg/mL, demonstrado na figura 11. Nas trés concentra¢Ges dos

extratos testadas no ensaio WST-8 a viabilidade das células foi préxima a 100%.

110-
-~ PT2

%§i = PR3
100+ -+ PR4

% Viabilidade
©
<

80+

70 1 1 1 1 1
0.000 0.020 0.039 0.058 0.078 0.098

Concentracdo (mg/mL)

Figura 11 — Efeito dos extratos de Pouteria torta (PT2) e Pouteria ramiflora (PR3 e PR4) sobre a viabilidade
celular de células RAW 264.7, nas concentragdes vidveis de serem analisadas pelo método de WST-8

Os resultados foram expressos como a média + DP da porcentagem de células vidveis em 3 experimentos
independentes. A viabilidade celular foi representada graficamente como uma percentagem do controle
(assumindo os dados obtidos a partir da auséncia de extratos como 100% de células viaveis)
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4.3.2. Ensaio utilizando como reagente Vermelho Neutro

4.3.2.1. Interagéo dos extratos das plantas com o reagente Vermelho Neutro

Para avaliar o efeito citotoxico do extrato da planta, também foi realizado o teste de
incorporacdo do vermelho neutro, o qual analisa a viabilidade celular. Da mesma forma, antes
da interacdo dos extratos com as células RAW 264.7, foi realizado um ensaio de interacéo
simples entre os extratos de plantas nas concentragdes utilizadas no ensaio WST, mas com o
corante vital vermelho neutro para avaliarmos se havia interacdo quimica nesta reacdo. Na
analise do ensaio, consideramos que ndo ocorreu interacdo quando as concentracGes de
absorbancia (D.O. em 492nm) foram inferiores ao branco do reagente vermelho neutro
utilizado. Neste caso, a absorbancia do branco foi de 0,5 e nenhuma das concentragdes dos
extratos apresentaram interferéncia do reagente para o0s trés extratos de plantas testados (figura
12).
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Figura 12 — Analise da interacdo quimica entre os extratos de Pouteria torta (PT2) e Pouteria ramiflora (PR3 e
PRA4) nas diferentes concentracdes utilizadas e o reagente vermelho neutro
Os resultados foram obtidos por meio da média + DP das triplicatas de trés experimentos independentes
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4.3.2.2. Efeito dos extratos sobre a viabilidade celular de RAW 264.7 pelo método de Vermelho
Neutro

Ainda para avaliar se os extratos de Pouteria spp. eram toxicos para as células
utilizamos o método de incorporacgdo do vermelho neutro em que foram testadas diluigdes com
varias concentracdes diferentes dos extratos 0s quais ndo apresentaram interagdes quimicas com
o reagente vermelho neutro, conforme o ensaio anterior, e descontado no calculo da densidade
Otica do branco das amostras. Os resultados obtidos demonstraram que nenhuma das
concentragOes utilizadas interagiam quimicamente como o reagente vermelho neutro, o que
viabilizou o emprego deste método para analise da citotoxicidade de diferentes concentracdes
dos extratos utilizados.

Das nove concentragcOes utilizadas trés apresentaram alguma citotoxicidade para as
células: 5, 2,5, 1,25 mg/mL (figura 13), principalmente com o extrato PT2, onde a viabilidade
celular diminuiu para 70% a partir da concentracdo 1,25 mg/mL, e para o extrato PR4 que

diminuiu a viabilidade de 90 para 70% a partir de 1,25 mg/mL até a concentracdo maxima.
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Figura 13 — Efeitos dos extratos de Pouteria torta (PT2) e Pouteria ramiflora (PR3 e PR4) sobre a viabilidade
celular de células RAW 264.7, analisadas conforme o método de incorporacdo do vermelho neutro

Os resultados foram expressos como a média £ DP da porcentagem de células vidveis em trés experimentos
independentes. A viabilidade celular foi representada graficamente como uma percentagem do controle
(assumindo os dados obtidos a partir da auséncia de extratos como 100% de células viaveis)

A partir dos resultados de viabilidade celular e citotoxicidade, excluimos as

concentracfes dos extratos que foram toxicas para as células e também as que interagiam
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guimicamente com o reagente, dessa forma, padronizamos as concentragdes 0,078, 0,039, 0,020
mg/mL, dos extratos PT2, PR3 e PR4 no tempo de 48 horas, a serem testadas a partir dos

proximos ensaios.

4.4. Expressdo génica

4.4.1. Quantificacéo relativa dos transcritos dos genes NFkb, Tnfo, IL-6, INOS e Cox-2 ap0s

tratamento com extrato etandlico de Pouteria torta (PT2)

A andlise da quantificacdo relativa dos transcritos dos cinco genes apresentados apds o
tratamento com PT2 nas concentracdes 0,078, 0,039, 0,020 mg/mL de maneira geral,
apresentaram uma repressao na expressao de todos 0s genes. Essa repressdo foi maior para 0s
grupos G3/G2 quando comparado ao grupo calibrador G2/G1 de cada gene na concentracao
0,078 mg/mL de PT2, e foi um pouco menor para a concentragédo seguinte 0,039 mg/mL de PT2
para os grupos G4/G2 quando comparado ao grupo calibrador G2/G1 de cada gene e aos grupos
G3/G2.

Na concentragdo mais diluida do extrato PT2, que era de 0,020 mg/mL esperavamos
que o padréo de repressdo diminuisse ainda mais que as observadas nos grupos G4/G5 em todos
0S genes, entretanto o padrdo de repressao de genes observado foi inferior ao do grupo G3/G2,
chamando a atencdo para um padrdo de repressao pouco esperado a medida que a diluicdo do
extrato aumenta. O que pode ser observado quando verificamos as barras sobre os graficos de
comparagao em numero de vezes que 0 gene estd repremido em relacéo ao calibrador G2/G1
estimulado com LPS. Esse evento bioldgico repete-se em todos os cinco genes inflamatérios

analisados e sera mais aprofundado na discusséao do trabalho.
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Figura 14 - Modulacao da expressao génica de células RAW 264.7 apds tratamento com o extrato etanélico de P.
torta (PT2)
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Quantidade relativa de transcritos de NFkb, Tnfo, 1L-6, INOS e Cox-2 nos grupos G1 (ndo tratado), Grupo
calibrador 1 - G2/G1 nimero de vezes que o gene é mais (+) ou menos (-) expresso no Grupo 2 em relagdo ao
Grupo 1, Grupo calibrador 2 — G3/G2 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos Grupo 3
(PT2 na concentracao 0,078 mg/mL) em relacdo ao Grupo 2, G4/G2 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou
menos (-) expresso nos Grupo 3 (PT2 na concentra¢do 0,039 mg/mL) em relagdo ao Grupo 2 e G5/G2 nimero de
vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos Grupo 3 (PT2 na concentracdo 0,020 mg/mL) em relagdo
ao Grupo 2. Anélise de Variancia (ANOVA) com pds-teste de Dunnett revelaram diferencas estatisticamente
significativas *p<0,0001, **p<0,0001 e #p<0,0001 entre o grupo calibrador 1 (G2/G1) comparado aos grupos
assinalados

4.4.2. Quantificacéo relativa dos transcritos dos genes NFkb, Tnfo, 1L-6, INOS e Cox-2 ap0s
tratamento com extrato aquoso de Pouteria ramiflora (PR3)

Analisando a quantificacéo relativa dos transcritos dos cinco genes apresentados apds o
tratamento com PR3 nas concentragdes 0,078, 0,039, 0,020 mg/mL, observamos que para os
cinco genes avaliados aparecem reprimidos, mostrando a atividade anti-inflamatéria dos
extratos testados.

Os grupos G6/G2 de todos os genes foram 0s que apresentaram maior repressao na
expressao dos genes apds o tratamento com a concentracdo de 0,078 mg/mL de PR3. Na
concentracdo seguinte 0,039 mg/mL essa repressao foi reduzida nos grupos G7/G2 de todos 0s
genes, mas continua extremamente significativa, e quando o tratamento com a concentracdo
mais diluida de PR3 (0,020 mg/mL) é observada verificamos que esse efeito de repressao dos
genes nos grupos G8/G2 é maior que o observado para a repressao dos genes com o extrato de
PR3 na concentracdo de 0,039 mg/mL empregada no tratamento anterior, mas inferior a
observada na maior concentracdo do extrato testada, 0,078 mg/mL de PR3.

Os resultados observados reforcam que a maior concentragdo do extrato de PR3 testada
apresentou maior efeito na repressdo dos genes, entretanto chama novamente a nossa atencéo
para a repeticdo do evento bioldgico observado com a concentragdo mais diluida do extrato
testada. Embora, observando as barras comparativa do nimero de vezes que 0 gene esta
reprimido em relagdo ao calibrador G2/G1 estimulado com LPS percebemos que a diferenca
entre os grupos G7/G2 e G8/G2 é menor que a observada na figura anterior.
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Figura 15 - Modulagdo da expressdo génica de células RAW 264.7 ap0s tratamento com o extrato aquoso de

Pouteria ramiflora (PR3)
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Quantidade relativa de transcritos de NFkb, Tnfa, 1L-6, INOS e Cox-2 nos grupos G1 (ndo tratado), Grupo
calibrador 1 - G2/G1 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso no Grupo 2 em relagdo ao
Grupo 1, Grupo calibrador 2 — G6/G2 niimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos Grupo 6
(PR3 na concentracdo 0,078 mg/mL) em relagdo ao Grupo 2, G7/G2 nimero de vezes que 0 gene € mais (+) ou
menos (-) expresso nos Grupo 7 (PR3 na concentragdo 0,039 mg/mL) em relacdo ao Grupo 2 e G8/G2 nimero de
vezes que o0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos Grupo 8 (PR3 na concentracdo 0,020 mg/mL) em relagdo
ao Grupo 2. Andlise de Variancia (ANOVA) com pés-teste de Dunnett revelaram diferencas estatisticamente
significativas *p<0,0001, **p<0,0001 e #p<0,0001 entre o grupo calibrador 1 (G2/G1) comparado aos grupos
assinalados

4.4.3. Quantificacdo relativa dos transcritos dos genes NFkb, Tnfo, IL-6, INOS e Cox-2 ap0s

tratamento com extrato etandlico de Pouteria ramiflora (PR4)

A quantificacéo relativa dos transcritos dos cinco genes apresentados apos o tratamento
com PR4 nas concentragdes 0,078, 0,039, 0,020 mg/mL foi a que menos reprimiu a expressao
dos genes estudados. A concentracdo de 0,078 mg/mL para os genes NFkb e iNOS apresentou
um efeito indutor para a expressdo do gene, aumentando no grupo G9/G2 sua expressao acima
no grupo calibrador G2/G1. Para os demais genes Tnfo, 1L-6 e Cox-2, cujos grupos calibradores
G2/G1 modularam fortemente a expressao do gene, esse efeito ndo foi observado, mostrando
que houve uma repressdo sobre estes genes.

Observamos que ocorre um estimulo dose depende para todos 0s genes, o extrato PR4
significativa em relagéo ao calibrador G2/G1, pode haver substancias atuando como inibidores
também. Este fendmeno poderia ser explicado pela atuacdo de diferentes substancias presentes
em PR4, o qual trata-se de uma mistura de substancias (fitocomplexo), que atuam em possiveis
alvos celulares diferentes e com atividades distintas. Conforme os ativos sdo diluidos, a
atividade das substancias indutoras da expressdo destes genes é diminuida e a atividade de
substancias repressoras passam a ser melhor observadas.

Quando observamos as concentracdes do extrato PR4 nas concentragc6es 0,039 e 0,020
mg/mL para todos os genes, verificamos que nos grupos G10/G2 e G11/G2, os genes sdo
reprimidos a medida em que a diluicdo aumenta, encontramos o0 mesmo efeito observado mais
discretamente nos graficos anteriores que avaliam o efeito dos extratos de PT2 e PR3 sobre
estes genes, e que aqui sob estimulo do extrato PR4 torna-se mais evidente. Principalmente
guando observamos as barras comparativa do nimero de vezes que o gene esta reprimido em

relacdo ao calibrador G2/G1 estimulado com LPS.
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Figura 16 - Modulagdo da expressdo génica de células RAW 264.7 apds tratamento com o extrato etandlico de
Pouteria ramiflora (PR4)

Quantidade relativa de NFkb, Tnfa, IL-6,iINOS e Cox-2 nos grupos G1 (ndo tratado), Grupo calibrador 1 - G2/G1
nimero de vezes que 0 gene € mais (+) ou menos (-) expresso no Grupo 2 em rela¢do ao Grupo 1, Grupo calibrador
2 — G9/G2 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos Grupo 9 (PR4 na concentragdo 0,078
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mg/mL) em relacéo ao Grupo 2, G10/G2 nimero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos Grupo
10 (PR4 na concentragdo 0,039 mg/mL) em relagdo ao Grupo 2 e G11/G2 nimero de vezes que 0 gene é mais (+)
ou menos (-) expresso nos Grupo 11 (PR4 na concentragdo 0,020 mg/mL) em relagcdo ao Grupo 2. Andlise de
Variancia (ANOVA) com pos teste de Tukey revelaram diferencas estatisticamente significativas *p<0,0001,
**p<0,0001 e #p<0,0001 entre os grupos assinalados

4.5. Dosagem de Oxido Nitrico

Para avaliar os efeitos dos diferentes extratos na produgdo de 6xido nitrico (NO), a
quantidade de nitrito (NO2°) foi mensurada no sobrenadante de cultura, utilizando o reagente
de Griess.

Os resultados apresentados na figura 17, evidenciam que o extrato PT2 reduziu
significativamente a producéo de 6xido nitrico em todas as concentragdes do extrato analisadas
quando comparadas a producdo de NO induzida pelo estimulo com LPS. Estes resultados
refletem os observados na repressdo do gene iNOS com 0 mesmo tratamento, se 0 gene foi
reprimido, esperava-se uma diminuicdo da producdo de ¢xido nitrico, confirmando os
resultados obtidos.

Para o extrato PR3 houve uma grande diminui¢do na producao de 6xido nitrico ap6s o
tratamento com o extrato de PR3 na concentragédo de 0,078 mg/mL, e reducGes menores foram
observadas nas demais concentracdes testadas, também reproduzem os resultados observados
para o gene iNOS com o mesmo tratamento, mostrando uma menor produgdo de NO quando
houve maior repressao do gene, e uma concentracao ajustada na producdo desta molécula a
medida que o gene foi menos reprimido.

E finalmente, no ultimo extrato testado PR4, confirmamos a nossa hip6tese anterior em
relacdo aos genes NFkb e iNOS, onde inicialmente sugerimos um efeito indutor para a expressao
do gene, que estava aumentado no grupo G9/G2, provavelmente devido a baixa expressdo do
grupo calibrador G2/G1. Apds a dosagem de Oxido nitrico observamos que a medida que a
repressdo do gene aumentou a producdo de 6xido nitrico diminuiu, confirmando estes
resultados.

De maneira geral, observamos na figura 17, que os extratos apresentaram atividade anti-
inflamatoria sobre as células RAW 264.7, reduzindo a producdo de NO proporcionalmente
guando comparado ao controle estimulado com LPS e em uma andlise mais completa quando

avaliado conjuntamente com a expressao do gene iNOS.
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Figura 17 — Niveis de producéo de dxido nitrico no sobrenadante de macr6fagos RAW 264.7 incubados com os
extratos PT2, PR3 e PR4 nas concentragfes: (0,078 mg/mL, 0,039 mg/mL e 0,020 mg/mL) e estimulados com
lug/mL de LPS, durante 48 horas

Andlise de Variancia (ANOVA) com pos-teste de Dunnett revelaram diferencas estatistica significativas de
*p<0,0002, **p<0,0002 e #p<0,0003 em relagdo ao grupo controle positivo macréfagos incubados e estimulados
com LPS (positivo). Os resultados de NO foram expressos em umol/L e representam a média + DP de trés
experimentos independentes

4.6. Dosagem de Prostaglandina E2 (PGE2)

Os niveis de PGE: produzidos durante a inflamacéo das células com LPS e tratamento
com os extratos (PT2, PR3 e PR4) nas concentra¢bes 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL, foram
mensurados nos sobrenadantes da cultura das células ap6s 48 horas. Na figura 18, observamos
uma reducao dos niveis de prostaglandina E2 por todos extratos e concentra¢des, comparando
aos niveis produzidos pelos grupos controles NT (células incubadas com o meio) e CP (células

estimuladas com LPS), demonstrando que os extratos apresentaram atividade anti-inflamatoria.
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PGE2 (pg/mL)

I NT CPI PT2 PR3 PR4

LPs (Ipgm) - + + + + + + + + + +
0,078 mg/mL + + +

0,039 mg/mL + + +
0,020 mg/mL + + +

Figura 18- Efeito inibitorio da producdo de PGE; sobre macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS apds 48
horas de tratamento com extratos PT2, PR3 e PR4 nas concentragfes 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL

NT- células RAW 264.7 ndo tratadas e CP — controle positivo (células RAW 264.7 tratadas com LPS). Analise de
Variancia (ANOVA) com pos-teste de Dunnett revelaram diferengas estatistica significativasde *p<0,0001 em
relacdo ao grupo controle positivo macréfagos incubados e estimulados com LPS (positivo). Os resultados de
PGE2 foram expressos em pg/mL e representam a média + DP de trés experimentos independentes.

4.7. Dosagem de Glutationa (GSH)

Para verificar se os extratos utilizados (PT2, PR3 e PR4) apresentavam atividade
antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo causado pela inflamagdo com o LPS nas células
RAW 264.7, foi realizada a dosagem de glutationa. Assim, testamos duas concentracdes de
cada extrato, ja empregadas nos outros ensaios 0,039 e 0,020 mg/mL.

Nossos dados revelaram que as células RAW 264.7 ndo tratadas (NT) apresentaram
niveis normais de glutationa, que diminuiram apos estas células receberem tratamento com LPS
(CP). O tratamento com os extratos PT2, PR3 e PR4 nas concentrac6es 0,039 e 0,020 mg/mL
restauraram os niveis da glutationa, conferindo ativividade antioxidante quando comparado ao
CP tratado com LPS (figura 19). Sobretudo, na concentracdo de 0,020 mg/mL que para os trés
extratos vinha apresentando atividade anti-inflamatéria potente e também respondeu a

producdo de glutationa com atividade antioxidante.
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Figura 19 - Producdo de Glutationa em macr6fagos RAW 264.7 estimulados com LPS ap6s 48h de tratamento
com extratos PT2, PR3 e PR4 nas concentrac¢des 0,039 e 0,020 mg/mL

Os resultados dos niveis de glutationa foram realizados em duplicata e expressos em Nmoles. NT- células RAW
264.7 ndo tratadas, CP — controle positivo (células RAW 264.7 tratadas com LPS) e P — padrdo ou substancia
comercial com um valor conhecido de glutationa. Analise de Variancia (ANOVA) com poés-teste de Dunnett
revelaram diferengas estatistica significativasde *p<0,0001 em relacdo ao grupo controle positivo macréfagos
estimulados com LPS (CP). Os resultados de glutationa foram expressos em Nmoles e representam a média + DP
da duplicata de dois experimentos independentes.
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5. DISCUSSAO

A inflamacdo é um processo complexo regulado por diversas células imunes e
moléculas efetoras como o NO e citocinas pro-inflamatdrias (LEE et al., 2011; CLARK et al.,
2013; LAVETI et al., 2013), e esta presente em uma variedade de doengas agudas e cronicas
tais como choque séptico, cancer, diabetes, aterosclerose, artrite reumatoide, asma entre outros
(PYEE et al., 2014; DE FELICE et al., 2014; HENEKA et al., 2014; TALL et al., 2015). A
inibicdo de mediadores inflamatérios por meio de moduladores farmacoldgicos tem sido
demonstrada como uma efetiva estratégia terapéutica para reduzir reagdes inflamatdrias e riscos
a doengas inflamatorias (LEE et al., 2011; CLARK et al., 2013; LAVETI et al., 2013).

As doencas inflamatdrias cronicas sdo a principal causa de morbidade e de impacto no
ambiente de trabalho e funcionamento social e sdo responsaveis por cerca de 35 a 52 milhdes
de mortes anuais em todo o mundo (MATHESON et al., 2013; PRUIMBOOM et al., 2015).

Dessa forma, varios pesquisadores tém se esforcado com o intuito de desenvolver
agentes anti-inflamatdérios com minimos efeitos adversos para a prevencdo de varias doencas
inflamatorias ao passo que informacgdes etnofarmacologicas poderiam auxiliar na identificacdo
de varios produtos naturais valiosos tornando-os candidatos atraentes e com menos efeitos
adversos, porém com a mesma eficacia elevada encontrada em medicamentos sintéticos. Muitos
estudos tém relatado varios compostos isolados de plantas como forte potencial a agentes anti-
inflamatorios para o tratamento de varias patologias (SUHR et al., 2001; LI E VERMA, 2002;
NAM, 2006; KIM et al., 2013).

O género Pouteria é um grupo tropical de plantas que pertencem a familia Sapotaceae
consistindo de 325 espécies (TRIONO et al., 2007) em que apresenta grande significAncia
comercial pela alta qualidade da madeira e de seus frutos. Além de ser utilizada na construcao
civil e alimentacdo, varias espécies tém sido utilizadas na medicina popular, apresentando
Varios compostos quimicos e propriedades bioldgicas tais como anti-inflamatoria, antioxidante,
antimicrobiana e antidisentérica. Apesar disso, 0 seu verdadeiro potencial como fonte para
producdo de farmacos é pouco conhecido (SILVA et al., 2009).

No presente estudo, investigamos os efeitos anti-inflamatdrios e antioxidante de extratos
brutos de duas espécies do género Pouteria, Pouteria torta e Pouteria ramiflora. Na primeira
espécie utilizando o extrato etandlico e na segunda os extratos aquoso e etandlico, frente a
células RAW 264.7, um modelo de macréfagos murinos altamente responsivos a estimulos

inflamatorios, excelente para investigar drogas anti-inflamatdrias e avaliar inibidores de vias de
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sinalizacdo levando a inducdo de citocinas pré-inflamatérias (ROSSOL et al., 2011; FAN et al.,
2013). Estas células foram estimuladas com lipopolissacaridio de bactérias gram-negativas
(LPS) com o objetivo de simular uma resposta inflamatdria. A estimulacdo de macréfagos com
LPS induz a alta producéo de NO pela iINOS e PGE_, e pela ciclooxigenase (COX-2), portanto,
um reagente que previna a liberagdo desses mediadores ou regule a expresséo de iNOS e COX-
2 pode possuir atividade anti-inflamatdria (JUNG et al., 2009; HONG et al., 2014).

O ponto de partida do nosso estudo foi a definicdo de uma cinética de concentracao de
LPS em diferentes concentracdes e tempos de cultivo, para avaliar qual melhor estimulava as
celulas RAW 264.7. A anélise do estimulo foi realizada por meio da producéo de éxido nitrico.
O NO é reconhecido como um mediador das respostas inflamatdrias. Estimulos de macréfagos
com LPS desencadeia alta producdo de NO pela inducdo da enzima éxido nitrico sintase
induzivel (INOS) (TONG et al., 2014). Nossos resultados demonstraram que a melhor
concentracdo de LPS bem como o melhor tempo de inducdo do mediador inflamatério foi 1
pug/mL, no tempo de 48 horas. Esses resultados da concentracdo utilizada assemelham-se a
alguns trabalhos com macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (MUELLER et al., 2010;
HONG et al., 2014).

Na sequéncia, nossos resultados demonstraram que o estimulo das células com 1 pg/mL
de LPS, para avaliagdo da producdo de NO, foi dependente da quantidade de células utilizadas
nos experimentos, e que um ajuste na concentracdo de células aumentou a producdo do
mediador inflamatdrio. Entretanto, em relacdo ao tempo como ndo houve diferenca significativa
na producao de NO comparando-se 48 horas com 0 ensaio no tempo de 72 horas, e preservando
a viabilidade celular para a recepcdo do tratamento, optamos por trabalhar com o tempo de 48
horas. Além disso, sabe-se que, em niveis elevados por tempo prolongado, o NO pode inibir a
expressao de iINOS em macrofagos e terminar o processo inflamatério (PENG et al., 1998)
razao pela qual mantivemos o tempo de 48 horas.

Para eliminarmos compostos inadequados para pesquisas clinicas, & necessario
primeiramente realizarmos testes pré-clinicos, evitando despesas desnecessarias. Assim, a
utilizacdo de cultura de células no ensaio pré-clinico inicial de compostos terapéuticos tornou-
se pratica comum, podendo ser selecionados para a simulacdo de uma doenca de interesse ou
de anormalidades bioquimicas associadas. Neste sentido, para se obter resultados confiaveis e
precisos, é necessario a realizacao de testes e ensaios in vitro de citotoxicidade, pois estes dados
podem influenciar no sucesso do candidato a farmaco em desenvolvimento (TONDER et al.,

2015).
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O ensaio de viabilidade celular tem se destacado como uma alternativa ao uso de
animais, sendo Util por exemplo, no rastreio de um grande nimero de quimicos para a
citotoxicidade de diversas células. E utilizada também no tratamento do céncer, em
quimioterapias, para selecionar uma droga anticancerigena bem como sua melhor dose. Assim,
corantes tém sido aplicados em ensaios colorimétricos de viabilidade celular, onde marcam as
células em varios locais, para distinguir entre células vivas e células mortas pela deteccdo de
membranas plasmaticas comprometidas. Além disso, outros ensaios de citotoxicidade
colorimétricos tentam determinar o mecanismo da morte celular induzida (MOSSMAN et al.,
1983).

Considerando a necessidade de avaliar se os extratos utilizados nos experimentos
apresentam citotoxicidade, foram utilizados dois métodos colorimétricos diferentes de
citotoxicidade in vitro para determinar a melhor concentracéo capaz de desempenhar atividade
bioldgica sem ser toxica para célula.

O primeiro teste utilizado foi o WST-8, baseado no MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), ensaio que tem sido considerado padréo-ouro para a
determinacéo da viabilidade e proliferacdo celular desde seu desenvolvimento por Mosmann,
na década de 1980, que mede a viabilidade das células em termos de atividade redutora com a
conversdo enzimatica por desidrogenases do composto tetrazdlio a cristais insollveis de
formazan em &gua ocorrendo na mitocdndria de células vivas, embora a reducdo por agentes e
enzimas localizadas em outras organelas tais como o reticulo endoplasmatico também estejam
envolvidas.

Vérias modificaces tém sido aplicadas para aperfeicoar a simplicidade e sensibilidade
desse ensaio. Deste modo, ensaios baseados em tetrazdlio foram desenvolvidos tais como XTT,
MTS e WST, em que os produtos de formazan sdo solUveis em agua, eliminando-se assim a
necessidade de processos de lavagem e solubilizagédo dos cristais formados com solvente.

O segundo teste colorimétrico foi o ensaio de incorporacdo do vermelho neutro em que
se baseia na capacidade de células viaveis de incorporar e ligar ao corante vermelho neutro. A
integridade lisossomal, com a concomitante ligacdo do corante vermelho neutro, é um indicador
muito sensivel da viabilidade celular (REPETTO et al., 2008).

Entre os dois testes de viabilidade celular realizados, o que menos apresentou interacao
quimica com os extratos, além de ter sido mais sensivel, foi o vermelho neutro. Esse ensaio

apresenta baixa interferéncia, e ndo usa reagente instavel, como requeridos em testes de
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viabilidade celular usando sais de tetrazolio (MTT, MTS, XTS etc.), é mais sensivel e requer
menos equipamentos (BOREFREUND et al., 1988).

Apesar de serem encontrados na literatura dados que reportam atividades bioldgicas das
espécies Pouteria torta e Pouteria ramiflora, poucos sdo os estudos que demonstram essas
atividades em modelos pré-clinicos. Dentre os estudos que apresentam atividades
imunomoduladoras e de citotoxicidade podemos citar o de Napolitano et al. (2005), que testou
0s extratos hexanicos e etandlicos de Pouteria ramiflora em macréfagos J774 estimulados com
LPS e IFN-y e concluiram que esses extratos ndo foram capazes de inibir a producdo de éxido
nitrico, além de n&o apresentarem citotoxicidade no teste de avaliacdo de viabilidade celular,
MTT.

Fontes-Junior (2009) investigou em seu estudo as atividades antinociceptivas e anti-
inflamatorias do extrato etanolico da raiz de Pouteria ramiflora em camundongos e ratos pelos
métodos da placa quente e da bolsa de ar, concluindo que a concentracdo do extrato utilizada
ndo apresentou toxicidade e demonstrou atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria
satisfatoria diminuindo de forma significativa as contor¢des abdominais e a producdo de 6xido
nitrico.

O extrato hexanico, etandlico e aquoso de folhas de Pouteria ramiflora e Pouteria torta
e de fracOes desses extratos, além do extrato metandlico de folhas de Pouteria torta, ao serem
avaliados quanto ao perfil de citotoxicidade em larvas de Artemia Salina concluiram que a
fracdo aquosa do extrato etandlico de P.ramiflora e o extrato aquoso de P. torta na concentracéo
0,28 mg/mL foram tdxicas para a larva (PERFEITO et al., 2005).

Além disso, no estudo de Elias et al. (2013) a avaliacdo da atividade citotdxica foi
realizada em células tumorais com o corante cristal violeta, com o objetivo de tratarem as
células com os extratos etanolico, aquoso e hexanico de folhas de Pouteria torta em variadas
concentra¢des (1000, 750, 500, 250 e 125 ug/uL) que induzissem a morte celular em carcinoma
de células escamosas humanas oral e linhagens de células de carcinoma de mama e assim
apresentassem potencial atividade anticancerigena. Os resultados demonstraram que todos 0s
extratos foram citotdxicos para ambas as células, e também que os extratos de P.torta podem
conter compostos Uteis para combater o cancer oral e de mama, e este estudo destacou a
relevancia biologica do bioma cerrado brasileiro na terapia contra o cancer.

Em nosso estudo mostramos que a producdo de Oxido nitrico aumentou
consideravelmente em células tratadas com LPS (controle positivo) quando comparado com as

células ndo estimuladas (controle negativo), esse resultado corrobora com os dados de outros
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estudos (KACEM et al., 2015; ZHOU R. et al., 2015; SONG et al., 2014; KIM et al., 2013),

além disso, os extratos foram capazes de reduzir a producdo de 6xido nitrico.

Na analise da expressdo génica, o controle positivo também exibiu um aumento nos
niveis de expressdo de mRNA de iNOS, COX-2, NFkB, IL-6 e TNF-a comparados com as

células ndo tratadas.

Demonstramos também que para os extratos PT2 e PR3 todas as concentracBes de
extratos utilizadas (0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL) foram capazes de reduzir a expressao dos
genes analisados em comparagao com o controle positivo, ja para o extrato PR4 a represséo dos
genes foi dose dependente, a medida em que a dilui¢do do extrato aumentou o efeito repressor
foi melhor visualizado, provavelmente em decorréncia de dois fatos: o extrato PR4 é um
fitocomplexo e pode esta induzindo um efeito prozona.

Os fitocomplexos sdo substancias originadas no metabolismo primario e/ou secundario
dos extratos das plantas, responsaveis em conjunto, pelos efeitos biolégicos de uma planta
medicinal ou de seus derivados (BRASIL, 2010). A medida em que diluimos estes extratos,
observamos que modulamos 0s genes estudados e aumentamos a atividade repressora sobre
estes, 0 que sugere que substancias presentes neste fitocomplexos predominem sobre os efeitos
bioldgicos de repressdo de genes observados.

O segundo fato que corrobora com nossos resultados e é pouco associado a concentragdo
de fitocomplexos, é o conceito de efeito prozona. Esse fenbmeno em imunologia é descrito
como um desequilibrio entre a quantidade de anticorpo e antigeno presente em uma reagéo de
aglutinacdo por exemplo, esse excesso que causa desequilibrio, necessita entdo de uma
concentracdo equilibrada entre antigeno e anticorpo, que é obtida por dilui¢Bes sucessiva de tal
forma que a concentracdo de anticorpo caia dentro da zona de equivaléncia da curva
Heidelberger-Kendall e encontre uma quantidade adequada de antigeno que gere resultados
corretos, sem riscos de serem reagOes fracas ou falso negativas (JACOBS et al., 2015).

Embora sejam escassos 0s relatos desta possivel associagdo, na literauta encontramos
um artigo que compara a eficacia citotdxica de anticorpos biespecificos anti-CD7 e anti-CD38
conjugados com Proteinas Ribossomais Inativadas derivadas de plantas (RIP) ligadas a
saponinas, formando as imunotoxinas RIP-saporina que atuam sobre a linhagem celular
humana HSB-2 (leucemia linfoide aguda) com atividade anticancerigena. Nestes experimentos,
o efeito prozona foi observado em concentragbes acima de 0,1nM da imunotoxina, e foi

invertido pelo aumento da concentracdo de saporina no sistema, a fim de conseguir a entrega
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eficaz de saporina para o interior da célula (FLAVELL et al., 1995). Extrapolando o raciocinio
para nossa hipdtese, a medida em que os extratos foram diluidos, principalmente o PR4,
observamos que substancia presentes nestes fitocomplexo podem ter encontrado seu equilibrio
na “zona de equivaléncia de Heidelberger-Kendall”, e apresentado um efeito repressor ainda
mais evidente sobre os genes estudados.

Além dessas hipoteses, sabemos que os fitocomplexos possuem uma grande quantidade
de substancias ativas, e compostos presentes em menor quantidade na planta podem ser
responsaveis por apresentar melhores efeitos bioldgicos. Dessa forma, estudos posteriores
devem ser realizados a fim de analisar a poténcia de fragOes e de substancias puras quanto a sua
concentracdo, para assim, definir o principal componente quimico responsavel pela atividade
biol6gica (FILHO E YUNES, 1998).

Dentre os trés extratos estudados ao compararmos os resultados obtidos na expressao
génica e na avaliagdo do mediador produzido como NO, podemos inferir que o extrato que
conferiu maior atividade anti-inflamatoria foi o PT2 e ao contrario, o que demonstrou menor
atividade anti-inflamatoria foi o PR4.

Ainda apontamos também que o melhor mediador inflamatorio expresso e modulado
apos tratamento com extratos foi a IL-6. A IL-6 é considerada uma citocina de grande atividade
bioldgica, a qual auxilia no controle da resposta aguda (LEON et al., 1998) e é conhecida como
importante e sensivel indicador de respostas inflamatérias (MARTIN et al., 2001).

A expressao de citocinas como TNF-a, IL-6 e outros mediadores inflamat6rios como o
oxido nitrico e a prostaglandina, liberadas de forma excessiva por macrofagos ativados em
doencas inflamatdrias, é regulada pelo NFxB, o qual esta envolvido na patogénese de varias
doengas cronicas (MARKS-KONCZALIK et al., 1998). Quando esse fator de transcrigéo de
genes inflamatorios ndo estd ativado, este se encontra localizado no citoplasma como um
complexo de ligacdo inativo ao inibidor de KappaB e IkB-a. O tratamento com LPS ativa o
complexo IkB-a kinase (IKK), resultando na fosforilagdo, ubiquitinagdo e degradacao de IkB-
o, induzindo a translocagdo do NFkB para o nucleo e assim, causando a transcricdo de uma
variedade de genes inflamatérios (MAKAROV et al., 2001). Consequentemente, substancias
gue inibam a ativa¢ao de NF«kB, sdo consideradas como potenciais agentes anti-inflamatérios
(JOUNG et al., 2012).

Entre nossos resultados, demonstramos a reducao da expressdo do transcrito NFkB, em
relacdo ao controle positivo, o qual foi responsavel por ativar este gene. Assim, nés podemos

inferir que os extratos testados apresentam mecanismos de acdo anti-inflamatoria, o que nos
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permitiria sua utilizacdo como agente terapéutico para o tratamento de doencas inflamatorias.
A inibicdo da expressdo dos genes utilizados nesse estudo (COX-2, IL-6, INOS e TNF-«) pelos
extratos pode possivelmente estar associado a reducao da transcricdo do NF-kB, ativador da
producéo desses genes.

Os compostos capazes de diminuir a producao de NO ou de PGE2 podem ser candidatos
atraentes como agentes anti-inflamatorios e, por esta razdo, os efeitos inibitorios de compostos
naturais nas producdes de NO ou de PGE2 tém sido rigorosamente estudados para o
desenvolvimento de agentes terapéuticos contra doencas inflamatorias (KIM et al., 2009;
ELMANN et al., 2011).

A producdo de prostaglandinas em macrofagos tratados com LPS é catalisada
principalmente pela ativacéo transcricional do gene COX-2, isso representa um fato crucial no
processo inflamatorio (LEE et al., 1992; REDDY E HERSCHMAN, 1994). Através de nossos
dados podemos concluir que os niveis de prostaglandina diminuiram nas células tratadas com
0s extratos nas concentra¢@es 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL, além de indicarmos e associarmos
também essa regulacdo com a reducdo da expressdo génica de transcritos da enzima COX-2,
tomando como parametro o controle positivo.

A defesa contra o efeito negativo de LPS consiste da sintese de antioxidantes nos tecidos
e de antioxidantes exdgenos fornecido por plantas medicinais (KACEN et al., 2015). A
glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo (g-glutamylcysteinylglycine), é o principal tiol livre
na maioria das células vivas e esta envolvida em muitos processos bioldgicos, tais como a
desintoxicacdo de xenobioticos, a remocdo de hidroperdxidos, e manutencdo do estado de
oxidagdo dos grupos sulfidrila nas proteinas. E considerada um dos principais antioxidante
presentes nos tecidos. A glutationa esta presente no interior das células, principalmente na
forma reduzida (90-95% do total de glutationa) (NAIR et al.,1991).

A oxidacéo da glutationa conduz a formacao de dissulfeto de glutationa (GSSG), o nivel
de GSH intracelular parece ser um indicador sensivel da satde geral de uma célula, e de a sua
capacidade de resistir a toxicidade (NAIR et al.,1991; KALININA et al., 2014). Nosso estudo
mostrou que ao estimularmos as células com LPS, houve uma reducdo da concentracdo de
glutationa, que estd aumentada em condi¢cdes normais como a observada em nosso controle
negativo (células sem estimulo). Essa reducdo pode ser em virtude do acimulo de espécies
reativas de oxigénio como NO, anion superoxido e peroxinitrito toxico, produzido por células
RAW 264.7 estimuladas com LPS, resultando em um estresse oxidativo que é prejudicial, com

um papel na etiologia da inflamacao (SEKHAR et al., 2015).
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Ao tratarmos com os extratos PT2, PR3 e PR4 nds verificamos que ocorreu um aumento
nos niveis de glutationa. Esse aumento indica que essas espécies possuem a funcdo de aumentar
a biossintese da glutationa, ou também em reduzir o estresse oxidativo, conduzindo a uma
menor degradacao da glutationa, apresentando assim, atividade antioxidante.

Em um estudo com outra espécie de Pouteria, a P. campechiana foi reportado que o
extrato cloroférmico de suas frutas apresentou atividade antioxidante e antinitrosativa em
células RAW 264.7 estimuladas com LPS produtoras de NO (MURAKAMI et al., 2005).

Outra espécie do mesmo género estudada que demonstrou atividade anti-inflamatoria
além de cicatrizante foi a Pouteria lucuma. Neste estudo foi reportado que o dleo da castanha
da “lucuma” como conhecida, foi testada em cultura de macrofagos RAW 264.7 estimuladas
com LPS (1 pg/mL) nas concentragbes 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL e 60 pg/mL,
promovendo significativo decréscimo na producgéo de 6xido nitrico em relagdo aos controles e
ndo apresentando citotoxicidade para as células, assim sendo capaz de modular o processo
inflamatorio e acelerar a cicatriza¢éo dos tecidos (ROJO et al., 2010).

Nossos resultados podem ser explicados pelo fato dos extratos de Pouteria serem ricos
em compostos fendlicos, os quais exercem atividades anti-inflamatorias de varias formas, entre
elas, modulagéo da via de sinalizagdo MAPK, bloqueio do fator de transcricdo NF-kB e da
proteina ativadora (AP-1), inibicdo de citocinas e supressdo da atividade das enzimas
inflamatdrias INOS e COX-2 (VERES et al., 2012). O principal composto fenolico presente
nos extratos de Pouteria sdo os flavonoides (SILVA et al., 2009).

Flavonoides apresentaram efeitos inibitdrios consideraveis na expressdo de COX-2
(TAKANO-ISHIKAWA et al., 2006) e iNOS (KIM et al., 1999) em macréfagos. Su et al.
(2014) utilizaram o0 modelo de inflamagdo com RAW 264.7 estimuladas com LPS para testar
os efeitos de derivados de rutina, um flavonoide abundante presente em uma planta medicinal
(Saussurea involucrata), e verificaram que o metabolito de rutina, 3,4-dihydroxytoluene
(DHT), suprimiu significativamente a producdo de 6xido nitrico, INOS e COX-2 além de
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1b e IL-6. Sugerindo que o flavonoide pode ter
efeitos anti-inflamatérios in vitro (macr6fagos RAW 264.7) e potencial adjuvante no tratamento
de doencas inflamatorias.

Nossos dados suportam a atividade anti-inflamatoria e antioxidantes dos extratos
testados, entretanto estudos complementares com substancias isoladas destes extratos precisam

ser realizados para corroborar com nossos resultados.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho confirmamos que os extratos de Pouteria torta e Pouteria ramiflora nas
concentracdes 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL ndo apresentam toxicidade e possuem atividade
anti-inflamatodria em celulas RAW 264.7, o que foi ratificado atraves das dosagens de oxido
nitrico (NO) e prostaglandina E> Além disso, avaliamos a atividade antioxidante dos extratos
através da dosagem de GSH, que demonstrou que estas concentragdes dos extratos diminuiram
0 estresse oxidativo intracelular.

Para complementar a avaliacdo anti-inflamatoria, verificamos neste modelo celular, a
capacidade que estes extratos nas mesmas concentracdes testadas apresentaram em modular
negativamente a expressdo de genes marcadores de inflamacdo. Os extratos destas plantas,
inibiram a expressao de transcritos dos genes inflamatorios COX-2, IL-6, iINOS, TNF-a, além
do fator de transcricdo de genes inflamatdrios NF-kB em modelo celular com macréfagos RAW
264.7 ativados com LPS, apontando uma possivel atividade anti-inflamatdria, que pode ser
regulada via NF-kB, o que transformam estes extratos ou fitocomplexos em excelentes alvos
terapéuticos.

Sabemos que estes dados preliminares necessitam de estudos complementares, mas
acreditamos que estes extratos de plantas pertencentes ao Cerrado brasileiro do entorno de
Brasilia, apresentam grande potencial terapéutico, e que o estudo contribui para estimular novas

investigacOes e futuras descobertas.
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