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RESUMO

Souza-PG, Marilen Queiroz de. Avaliacdo molecular em modelo in vitro do perfil anti-
inflamatorio de derivados fenolicos extraidos do Liquido da Castanha de Caju (LCC). Tese
(Doutorado em Ciéncias Médicas). 2018. Faculdade de Medicina. Universidade de Brasilia.

A inflamagdo é um processo biolégico complexo, altamente regulado definido como uma
resposta de defesa do organismo frente a um agente agressor. Tem por objetivo recompor a
homeostase do tecido lesado. Assim, a resposta inflamatéria aguda é benéfica ao hospedeiro,
reestabelecendo em pouco tempo a estrutura e funcdo do tecido e/ou 6rgdo. Entretanto, a
resposta inflamatdria cronica pode promover perda da funcdo do 6rgdo ou tecido levando ao
desenvolvimento de doencas. Na indudstria de processamento da castanha de caju, sdo obtidos
a améndoa e o oleo, tradicionalmente conhecido como Liquido da Castanha de Caju (LCC).
Estudos mostram que os derivados do LCC possuem atividade antioxidante e anti-
inflamatoria. No entanto, o elevado desperdicio do LCC no Brasil faz com que este
subproduto da inddstria alimenticia seja pouco explorado.

O perfil farmacoldégico multi-alvo de &cido anacéardico encontrado no LCC o torna um alvo
potencial para o desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatorios. O presente trabalho
propde avaliar o efeito imunoprotetor e o efeito anti-inflamatorio de dois derivados
semisintéticos, exrtraidos a partir de lipideos fendlicos de Anacardium occidentale L.,
denominados LDT11 e LDT13. A atividade bioldgica das moléculas foi avaliada em modelo
celular in vitro. Foi avaliada a citotoxicidade dos compostos propostos, LDT11 e LDT13, na
linhagem celular de macro6fagos murinos, RAW?264.7. Para avaliagdo do efeito protetor a
inflamacéo, as células foram previamente tratadas com os derivados fendlicos e, em seguida,
a células foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), nos tempos de 6, 24 e 48 horas.
Para a avaliacdo do efeito anti-inflamatorio, as células foram primeiramente estimuladas com
LPS e, em seguida, tratadas com as moléculas estudas. Para comparacdo da atividade
bioldgica, foram utilizados os farmacos comerciais, acido acetilssalicilico (AAS) e
dexametasona (DEXA). Foi realizada a andlise da expressdo génica de marcadores
inflamatorios TNFa, iNOS, COX-2, NF-xB, IL-1$ e IL-6, dosagem de oOxido nitrico (NO) e
citocina IL-6. Os resultados mostraram que o LDT11 e o LDT13 influenciaram na modulagéo
génica dos mediadores inflamatdrios. A quantificacdo relativa dos transcritos génicos mostrou
que os derivados fendlicos propostos apresentaram potencial efeito anti-inflamatério pela
diminuicdo da expressdo génica em comparacao ao grupo controle, células estimuladas com
LPS. As dosagens de NO e IL-6 confirmam os resultados encontrados na expressdo génica.
Os derivados fendlicos mostraram ser potenciais agentes anti-inflamatorios, tendo um efeito
rapido e mais efeicaz que os farmacos comerciais.

Palavras chaves: Inflamacdo, Liquido da Castanha do Caju (LCC), acido anacércido, anti-

inflamatdrio, expressdo génica.



ABSTRACT

Souza-PG, Marilen Queiroz de. Molecular evaluation in in vitro model of the anti-
inflammatory profile of phenolic derivatives extracted cashew nut shell liquid (CNSL). Thesis
(PhD candidate in Medicine Sciences). 2018. School of Medicine. University of Brasilia.

Inflammation is a complex, highly regulated biological process defined as a defense response
of the organism to an aggressive agent. It aims to restore the homeostasis of the damaged
tissue. Thus, the acute inflammatory response is beneficial to the host, reestablishing in a
short time the structure and function of the tissue and / or organ. However, the chronic
inflammatory response may promote loss of organ or tissue function leading to disease
development. In the cashew processing industry, almonds and oil are traditionally known as
Cashew Nut Shell Liquid (CNSL). Studies show that the derivatives of CNSL have
antioxidant and anti-inflammatory activity. However, the high waste of the CNSL in Brazil
makes this by-product of the food industry little explored. The multi-target pharmacological
profile of anacardic acid found in CNSL makes it a potential target for the development of
novel anti-inflammatory agents. This study proposes to evaluate the immunoprotective effect
and the anti-inflammatory effect of two semisynthetic derivatives, extracted from phenolic
lipids of Anacardium occidentale L., called LDT11 and LDT13. The biological activity of the
molecules were evaluated in cellular model in vitro. The cytotoxicity of the proposed
compounds, LDT11 and LDT13, in the murine macrophages cell line, RAW264.7, was
evaluated. To evaluate the protective effect on inflammation, the cells were previously treated
with the phenolic derivatives and then the cells were stimulated with lipopolysaccharide
(LPS), at the times of 6, 24 and 48 hours. For the evaluation of the anti-inflammatory effect
the cells were first stimulated with LPS, and then treated with the molecules studied. To
compare the biological activity, commercial drugs, acetylsalicylic acid (ASA) and
dexamethasone (DEXA) were used. The gene expression of inflammatory markers TNFa,
INOS, COX-2, NF-kB, IL-1B and IL-6, nitric oxide (NO) and IL-6 cytokine were analyzed.
The results showed that LDT11 and LDT13 influenced the gene modulation of inflammatory
mediators. The relative quantification of the gene transcripts showed that the proposed
phenolic derivatives showed a potential anti-inflammatory effect due to the decrease of the
gene expression in comparison to the control group, cells stimulated with LPS. The dosages
of NO and IL-6 confirm the results found in the gene expression. Phenolic derivatives have
been shown to be potential anti-inflammatory agents, having a rapid and more effective effect
than commercial drugs.

Key words: Inflammation, cashew nut shell liquid (CNSL), anacardic acid, anti-inflammatory,
gene expression.
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estimuladas com LPS e em seguida com LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em
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Figura 25 - Avaliacdo do potencial efeito imunoprotetor dos derivados de LCC por dosagem
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Figura 26 - Avaliacdo do potencial efeito anti-inflamatério dos derivados de LCC por
dosagem dos niveis da citocina IL-6 no sobrenadante, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h
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1 INTRODUCAO

1.1 Inflamacéo

A inflamacédo é um processo biologico complexo e altamente regulado definido como
uma resposta de defesa do organismo frente a um agente agressor fisico, quimico ou
biologico. Tem como objetivo principal recompor a homeostase do tecido lesado através da
ativacdo de mediadores da resposta imune (CARNEIRO, 2009; LEE et al., 2010).

A resposta inflamatéria quando adequada é suficiente para conter a infeccao e reparar
o0 dano tecidual, sendo benéfica ao hospedeiro. Entretanto, em condi¢des anormais, a resposta
inflamatéria pode promover perda da funcdo do 6rgdo ou tecido e cronicidade na resposta,
levando ao desenvolvimento de doencas (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILRQOY, 2002).

As reacdes inflamatorias sdo caracterizadas por sinais cardinais como rubor
(vermelhiddo), tumor (edema), calor (aquecimento), dor e perda da funcdo (ROBBINS;
KUMAR; COTRAN, 2010). O processo inflamatério pode ser desencadeado por diversos
estimulos como infec¢BGes bacterianas, virais, fingicas, parasitarias, reacdes autoimunes ou
hipersensibilidade, em que o sistema imunitario destréi os préprios tecidos do individuo;
necrose tecidual em decorréncia de isquemia, trauma ou lesdes por agentes fisicos e quimicos
(lesdo térmica, irradiacdo e exposicdo a produtos quimicos, etc.); hipdxia e, também estimulos
como corpos estranhos e suturas cirargicas, que possuem a capacidade de causar lesdo
tecidual traumatica ou de transportar micro-organismos (ROBBINS; KUMAR; COTRAN,
2010).

O inicio da inflamac&o é caracterizado por uma sequéncia de eventos coordenados que
envolvem mudancas fisioldgicas, celulares e moleculares. A vasodilatacdo é uma das
primeiras mudancas fisicas em resposta ao estimulo inflamatdrio. Em condices fisiologicas
as células endoteliais funcionam como uma barreira semipermeavel, restringindo proteinas
plasmaticas ao espaco intravascular. Como consequéncia da resposta inflamatoria ocorre uma
mudanga conformacional do endotélio com consequente aumento do leito capilar,
promovendo maior aporte sanguineo (hiperemia), levando a vermelhiddo (eritema) e ao calor
no local. Ha, também, aumento da permeabilidade vascular, o que permite a saida de fluido
plasmatico rico em proteinas plasmaticas (exsudato) no tecido lesado. A presenca dessas
proteinas no tecido aumenta pressdo osmatica coloidal levando a um extravasamento de
plasma e consequente aumento no volume local, caracterizando o edema (BUCKLEY et al.,
2015; CARNEIRO, 2009; LAWRENCE; WILLOUGHBY:; GILROY, 2002). A compressdo

1



das terminac@es nervosas causadas pelo edema provoca dor que é potencializada pela acdo de
algumas citocinas (SCHESCHOWITSCH, 2011).

Devido as mudancas morfoestruturais ocasionadas nas células endoteliais, suas
membranas plasmaticas sdo rapidamente remodeladas gerando mediadores lipidicos
biologicamente ativos. Os fosfolipidios da membrana sdo clivados gerando o &cido
araquidénico. Este 4&cido araquiddnico livre pode ser metabolizado pela enzima
ciclooxigenase (COX), gerando o0s prostandides (protaglandinas, prostacilinas e
tromboxanas), ou pela enzima lipoxigenase, gerando os leucotrienos e as lipoxinas. Estes
metabolitos, conhecidos como eicosandides, podem modular a resposta inflamatoria
(SCHESCHOWITSCH, 2011). Concomitantemente, ocorre a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas diversas que ativam
vias de sinalizacdo em células endoteliais e modulam a transcricdo e a expressdo de moléculas
de adesdo e fatores quimiotaticos para que leucécitos e neutrofilos possam migrar até o sitio
da lesdo (CARNEIRO, 2009; OLIVEIRA; SOARES; SPOSITO, 2018).

A segunda etapa do processo inflamatdrio consiste na remocédo do agente agressor e de
tecidos mortos pelas células recém-infiltradas no local da injuria e na inducgéo da reparacéo do
epitélio (reepitalizacdo), do estroma (cicatrizacdo) e do parénquima (regeneracdo)
(SCHESCHOWITSCH, 2011).

Embora a resposta inflamatoria seja benéfica, as falhas na remocdo do estimulo
antigénico pelos neutréfilos e na eliminacdo dos estimulos apoptdticos resultam na
permanéncia da inflamacdo, tornando-a crénica, podendo levar a perda da fungdo do érgdo
(LANDSKRON et al., 2014; ROGERIO et al., 2015). Assim, a inflamacéao prolongada cessa 0
efeito benéfico da resposta inflamatdria e contribui para a patogénese de muitas doengas como
artrite reumatoide, bronquite cronica, asma, enfisema pulmonar, glomerulonefrite, infarto do
miocérdio, aterosclerose, doenca de Alzheimer, doenca celiaca e cancer (LAWRENCE;
WILLOUGHBY:; GILROY, 2002).

A inflamacéo crénica pode ocorrer por diferentes estimulos que incluem infec¢do por
micro-organismos de dificil erradicacdo, doengas autoimunes e exposi¢do prolongada a
agentes toxicos (FRANCESCHI; CAMPISI, 2014). Estes fatores induzem a continua
producdo de mediadores pré-inflamatorios. Os tecidos danificados e macrofagos necroticos
ndo eliminados pela resposta inflamatdria aguda podem amplificar a resposta inflamatoria. A
permanéncia da inflamac&o resulta na ativacdo da resposta imune adaptativa, cronificando o
processo inflamatério (ROBBINS; KUMAR; COTRAN, 2010).



Neste cenario, a resolugdo ou a prevencdo dessa inflamacéo desregulada ou persistente
representa um processo que pode proporcionar novas estratégias terapéuticas para o
tratamento de uma variedade de doencas (HEADLAND; NORLING, 2015).

1.1.1 Aspectos moleculares da inflamacao

A inflamacdo resulta na liberagdo de varios mediadores inflamatorios que auxiliam no
recrutamento de neutréfilos e de proteinas plasméticas no local da inflamagdo. Células pro-
inflamatdrias, principalmente macrofagos ativados, medeiam a maior parte da fisiopatologia
celular e molecular da inflamacgéo através da producdo de citocinas e outras moléculas pro-
inflamatérias (CARNEIRO, 2009; ROBBINS; KUMAR; COTRAN, 2010).

As citocinas e quimiocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, produzidas durante
a resposta imune e inflamatdria. Sua secrecdo € transiente e estritamente regulada. Funcionam
como mediadores da diferenciacdo celular, inflamacéo, doencas autoimunes e na regulacdo da
resposta imunoldgicas (FRANCESCHI; CAMPISI, 2014; VARELLA; FORTE, 2001). Sao
proteinas pleiotropicas podendo agir em diferentes tecidos e tipos celulares. Algumas destas
citocinas tém efeito sinérgico, agindo na sintese uma da outra (CARNEIRO, 2009;
LAWRENCE; WILLOUGHBY:; GILROY, 2002). Entre as citocinas pro-inflamatérias de
grande relevancia no processo inflamatério estdo o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a
interleucina-1p (IL-1P) e a interleucina-6 (IL-6) (VOLP et al., 2008).

O TNF-a pode ser produzido por macrofagos ativados, linfécitos ou mondcitos. Um
dos principais estimulos para a sua producdo é a presenca de lipopolissacarideos (LPS)
componente da membrana das bactérias gram-negativas (VITALE et al., 2011). ApoGs ser
produzido e liberado, 0 TNF-a liga-se a receptores especificos denominados de receptores de
TNF (TNF-R), cujo efeito bioldgico é estimular a apoptose. O principal efeito fisioldgico do
TNF-a é promover a resposta imune e inflamatoria por meio do recrutamento de neutréfilos e
mondcitos para o local da infec¢éo e ativa-los (VITALE; RIBEIRO, 2007). Para isto, 0 TNF-
a provoca uma série de efeitos no organismo, promovendo vasodilatacdo e agindo nas células
endoteliais, estimulando-as a secretarem um grupo de citocinas, denominadas quimiocinas.
Estas tém acdo quimiotaxica em relacdo aos leucdcitos, promovendo, um processo
inflamatério local que possibilita o combate efetivo do quadro infeccioso (VITALE;
RIBEIRO, 2007). E também a citocina responsavel pelo choque anafilatico, inibe o apetite e
induz a febre por meio da liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) (GRIFFIN et
al., 2012).



A familia de citocinas interleucina-1 (IL-1) compreende varias citocinas pro-
inflamatorias, envolvidas no processo de aterogénese. Liberada principalmente por mondcitos
e macrofagos, produzindo seu subtipo IL-1pB, enquanto os queratindcitos produzem a IL-1a. A
sintese de IL-1 pode ser induzida por TNF-a e LPS no processo inflamatorio. A IL-1p induz
a ativacdo transcricional do gene NF-xB para a expressdo de moléculas de adesdo endotelial e
outras citocinas. O aumento da expressdao de moléculas de adesdo endotelial facilita a
agregacao de outras células inflamatdrias no endotélio lesado (VOLP et al., 2008).

A interleucina-6 (IL-6) pode ser produzida por varios tipos celulares, sendo o0s
mondcitos, macréfagos e células dendriticas quem mais a produzem. Os estimulos indutores
de sua sintese sdo IL-1, TNF-a e LPS. Esta citocina influencia respostas imunes antigeno-
especificas e reacdes inflamatorias, sendo um dos principais mediadores da fase aguda da
inflamacdo, tendo uma acdo importante de quimiotaxia dos eosindfilos para o local da
inflamagéo e na coagulagdo (VARELLA; FORTE, 2001; VOLP et al., 2008). E conhecida
como citocina multifuncional, que além de suas funcbes pro-inflamatorias e agente
esclerosante, também afeta a atividade das células neoplasicas, esta envolvida na doenca de
Crohn e artrite reumatoide. (GRIFFIN et al., 2012).

Além de seus importantes efeitos locais, as citocinas TNF-o, IL-1p e IL-6 apresentam
efeitos a distancia, que contribuem para a defesa do organismo. Um desses efeitos é a
elevacdo da temperatura corporal. S0 denominados pirégenos endogenos, causando febre a
partir de fonte endégena (HOTAMISLIGIL, 2017).

1.1.1.1 Vias ativadas pelo LPS

O lipopolissacarideo (LPS), também conhecido como endotoxina é uma molécula
toxica derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas. Sua liberacdo
ocorre quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada e degradada pelas células de
defesa (CRUZ-MACHADO, 2010; TUIN et al., 2006). Possui grande capacidade de
estimulacdo da resposta inflamatoria. Desencadeia vias de sinalizacdo intracelular através da
sua ligacdo a receptores proprios, sendo reconhecido pelas células através de receptores da
familia Toll-like (TLR). Proteinas auxiliares sdo responsaveis por transferir o LPS para o
receptor do tipo Toll-like 4 (TLR4). O receptor TLR4 reconhece o LPS e é ativado, iniciando
uma cascata de sinalizagéo para ativar o gene de transcricdo NF-«B. (Fator Nuclear kappa B)
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

A sinalizagdo intracelular induzida pela interagdo do LPS com seus receptores

desencadeia o recrutamento de diversas proteinas citoplasmaticas, que ativam o complexo de
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quinases IKKs, que, por sua vez, ativam a fosforilacdo, ubiquitinacdo e degradacao
proteassémica da proteina IkB-a. Essa proteina é responsavel por manter o NF«B retido no
citoplasma e sua degradacéo permite a liberacdo do fator de transcricdo, ainda sob a forma de
dimeros, e sua translocacdo ao nucleo da célula para se ligar aos elementos responsivos no
DNA (CRUZ-MACHADO, 2010; KAWAI; AKIRA, 2006).

1.1.1.2 Metabolismo do &cido araquidbnico

O acido araquidénico é um precursor enddégeno comum na biossintese de
eicosanoides, é rapidamente convertido a varios mediadores lipidicos potentes como por
exemplo ciclooxigenases, lipooxigenases e epoxigenases para produzir prostaglandinas,
leucotrienos, e endoperdxidos, respectivamente. Quando induzido por estimulos
inflamatdrios, o acido araquidonico € liberado da membrana fosfolipidica por meio da atuacédo
de enzimas fosfolipases secretadas de forma rapida para produzir prostaglandinas e
leucotrienos, que sdo mediadores lipidicos sinalizadores intra ou extracelulares em processos
bioldgicos como inflamacédo e hemostasia (KAIN; PRABHU; HALADE, 2014).

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 inflamatorias. A expressdo de COX-2 é induzida por
endotoxinas, por citocinas como IL-1 e TNF-a e ¢ regulada positivamente de forma
significativa, como parte de varias condi¢es inflamatorias agudas e crénicas (CAMARA-
LEMARROY et al., 2012; GADEK-MICHALSKA et al., 2013a).

As prostaglandinas s&o divididas em dez subclasses das quais D, E, F, G, H e | sdo as
mais importantes na inflamacdo. A prostaglandina E2 € gerada via prostaglandina sintase E
em leucdcitos, enquanto que a prostaglandina 12 é gerada pela via da prostaciclina sintase em
células endoteliais, e tromboxanos, que sdo gerados pela via tromboxano sintase em
plaquetas. A COX catalisa a conversdo do acido araquidonico a prostaglandina H2, que é um
precursor de mediadores com atividades biologicas como a prostaglandina E2 (PGE2), uma
das prostaglandinas mais abundantes produzidas pelo organismo (FREIRE; VAN DYKE,
2013).

A desregulacdo na sintese ou degradacdo da PGE2 tem sido destacada em varias
condigdes patologicas. Na inflamacdo, a PGE2 desperta interesse particular por estar

envolvida em todos 0s processos que levam aos sinais classicos da inflamagé&o.



As lipoxigenases catalisam a formacdo de &cidos hidroxieicosatetraendicos do &cido
araquidoénico, levando a formagéo de leucotrienos e outros compostos biologicamente ativos.
Os leucotrienos sdo predominantemente produzidos por células inflamatérias, incluindo
leucdcitos polimorfonucleares, macrofagos e mastocitos. O leucotrieno B4 é o principal
envolvido no processo inflamatério, sendo um potente regulador da quimiotaxia dos
neutrdfilos e adesdo dos leucocitos as células endoteliais (RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011).

1.1.1.3 Vias de sinalizacdo do NF-«xB

O fator de transcricdo NF-kB foi descoberto primeiramente em linfocitos T (NABEL;
BALTIMORE, 1987) como um regulador da transcri¢cdo da cadeia leve da x-imunoglobulina.
O papel mais bem conhecido e estudado desse fator de transcricdo se da na resposta
imunoldgica, na qual modula a expressdo de genes essenciais no processo inflamatorio e na
defesa contra parasitas. Atua, também, na sobrevivéncia e proliferacdo celular, apoptose e
funcionamento do sistema nervoso central (JAEGER; PARYLAK; GAGE, 2017; XIAO,
2004).

A familia do NF-xB (ou familia Rel) consiste em cinco subunidades que incluem p65
(RelA), cRel, RelB, p50 e p52. Esta familia é caracterizada por conter uma porcéo N-terminal
bem conservada com cerca de 300 aminoacidos (Rel homology domain - RHD), que se
subdivide em uma regido ligante ao DNA e outra denominada de dominio de dimerizacédo
(FRANCO, 2010). A regido C-terminal difere-se em cada subunidade. Nas subunidades p65,
c-Rel e RelB contém um dominio de transativacdo (TAD), necessaria para iniciar a atividade
transcricional. As subunidades p50 e p52 sdo sintetizadas por processamento de seus
precursores, pl05 e pl100, respectivamente (MEFFERT; BALTIMORE, 2005; WU et al.,
2017).

As subunidades do NF-kB podem existir na forma de homo ou heterodimero, para
formar dimeros ativadores da transcri¢ao (p50-p65) ou repressores (p50-p50 e p52-p52). Estes
dimeros encontram-se no citoplasma da maioria das células. Quando néo estimulado, 0 NF-
kB encontra-se complexado com as proteinas inibitorias da familia kappa B, Inhibitory kappa
B (IkB). Esta familia de inibidores do NF-kB possui sete membros, IkBa, IkBp, IkBe, IkB-R,
IxBy ou p105 (precursor de p50), IkBd ou p100 (precursor de p52) e Bcl-3 (FRANCO, 2010;
WU et al., 2017) O dimero mais comumente encontrado é o heterodimero formado pelas
proteinas p65 e p50. Em condicbes normais, o NF-kB (p65/p50) permanece

predominantemente no citoplasma ligado a sua proteina inibitoria, o IkB, que o mantém em
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estado inativo. As proteinas IkBs possuem repeticdes de aminodcidos que se posicionam
proximos a sequéncia de localizagéo nuclear (NLS) presente no dominio RHR (Rel homology
region), e dessa forma, impedem a ligacdo com proteinas que transportam o NF-kB para o
nucleo. O IkBa ¢ a proteina inibitoria mais abundante e mais estudada. Esta proteina pode
migrar para o nlcleo e transportar o NF-xB de volta ao citoplasma, inativando este fator de
transcrigdo. As proteinas IkBy, IkBd e Bcl-3 atuam como co-ativadores do NF-«B no nucleo,
ligando-se a homodimeros de p50 ou p52 para estimular a transcricdo (LIU; CHEN, 2011;
SCHESCHOWITSCH, 2011).

Existem duas vias descritas para a ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, a
via cléssica (canbnica), (Figura 1A), e a via alternativa (ndo-canénica) (figura 1B). A via
classica € a mais comum e esta associada a expressao de genes relacionados a inflamacdo, a
resposta imunoldgica inata, a anti-apoptose e a sobrevivéncia celular (XIAO, 2004). Ja a via
alternativa estd associada a expressao de genes que atuam no desenvolvimento e manutencao
de 6rgdos linféides secundarios (FRANCO, 2010; ROTHSCHILD et al., 2018).

A via classica de ativacdo e translocacdo nuclear do NF-xB, envolvida na resposta
inflamatdria e nos mecanismos de sobrevivéncia, requer a remoc¢do da proteina IkBa do
complexo NF-kB/IkBa. Apds um estimulo como, por exemplo, TNF-a, IL-1 ou LPS, um
complexo de quinases de IkB, chamadas de IKK sdo fosforiladas e tornam-se ativas. Este
complexo ¢ formado por duas subunidades IKKa e IKKf e uma subunidade reguladora néo
enzimatica (IKKy), também chamada NEMO (LIU; CHEN, 2011; SCHESCHOWITSCH,
2011). Essa fosforilag@o € o sinal que leva a ubiquitinacgdo e posterior degradacdo do IkB pelo
proteassoma. No momento em que o kB ¢ degradado o NLS do NF-«B fica exposto e ¢
reconhecido pelas carioferinas (proteinas de transporte nucleocitoplasmatico) e translocado
para o nucleo. Uma vez no nicleo, o NF-«B se liga em sua regido promotora do DNA e inicia
a transcricdo de inumeros genes, particularmente genes relacionados a atividade pro-
inflamatdria, como TNF-a, IL-1, IL-6, a enzima oOxido nitrico sintase (NOS), ciclooxigenase
(COX) (ROTHSCHILD et al., 2018; XIAO, 2004; YAMAMOTO; GAYNOR, 2004) Um
segundo mecanismo que ocorre simultaneamente para interromper a atividade do NF-xB é a
sintese de novas moléculas de IkBa que entram no nucleo e se ligam ao NF-kB fazendo com
que este seja deslocado do seu sitio no DNA e o complexo NF-kB/IkBa retorne inativo para o
citoplasma (LIU; CHEN, 2011; MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016). Esse é um
ponto importante de regulagdo da expressao de genes ativados pelo LPS, pois se ndo ocorrer a
fosforilagdo e a degradacdo proteassomica do IkBa, o fator de transcricio NF-kBa ndo sera

translocado ao nucleo (ROTHSCHILD et al., 2018; XIAO, 2004).
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Algumas caracteristicas desse mecanismo ainda precisam ser elucidadas, mas o que se
sabe é que a ligacdo do NFxB ao elemento responsivo no DNA promove a transcrigdo do
IkBa, tendo assim, uma retroalimentacdo negativa. Apds sua traducdo no citoplasma, a
proteina IkBa migra do citoplasma ao nucleo para sequestrar o fator de transcri¢cdo e inibir a
cascata de ativacdo. Isto ocorre devido & maior afinidade do NF-kB ¢ esta proteina que ao
DNA (CRUZ-MACHADO, 2010; MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016).

A via alternativa ou ndo-canbnica € a via que regula o processamento da pl00,
precursora da subunidade p52 (MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016). Pode ser
ativada por radiagOes ionizantes, agentes oxidantes, algumas citocinas e por fatores de
crescimento. A ativagdo desta via ocorre lentamente e de maneira irreversivel, sendo mediada
por um complexo de quinases indutoras de NF-kB (NIK) que ativa homodimeros de IKK o os
quais, utilizando uma via independentes da subunidade NEMO (IKKY), fosforilam a p100.
Em seguida essa proteina é ubiquitinada e processada originado p52 (ROTHSCHILD et al.,
2018). Assim, o heterodimero RelB-p52 migra para o nucleo onde ativa a transcrigdo génica
(SCHESCHOWITSCH, 2011; XIAO, 2004; YAMAMOTO; GAYNOR, 2004).

A) Citocinas pré-inflamatorias B) Citocinas
Antigenos
LPS LTBR, BAff e CD40L
l; Y X Citosol %
\J
® NiK]
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‘,/
IKKa  IKKB
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PP)
®v EDCp100> — RelB@
RelB RelB
f D> BJ .*
R eIB proteassoma
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Figura 1 — Vias de ativacdo do fator de transcricdo NF-kB estimuladas por citocinas, LPS ou
outros fatores que ativam uma cascata de sinalizagcdo intracelular que desencadeiam a
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transcricdo de genes responsivos de NF-kB. A) Via classica (canbnica); B) Via alternativa
(ndo-candnica). Fonte: Adaptado de (FRANCO, 2010).

1.1.1.4 Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo geradas a partir de vérias reagdes
intracelulares, como a cadeia respiratdria e atuam como segundos mensageiros, participando
da homeostase dos tecidos. No entanto, estimulos inflamatérios, como o LPS, podem
aumentar a concentracdo dessas moléculas reativas. Com o0s niveis elevados de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, enzimas antioxidantes ndo sdo capazes de neutraliza-las,
ocorrendo um processo chamado de estresse oxidativo. Durante condi¢fes de estresse
oxidativo, as espécies reativas sdo citotdxicas e reagem com varias proteinas, lipideos e acidos
nucleicos, causando danos, muitas vezes, irreversiveis as células. Além disso, iniciam ou
intensificam a resposta inflamatéria através da ativacdo de NF-xB (LIU; CHEN, 2011;
ROBINSON; BAUMGARDNER; OTTO, 2011).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula importante produzida através no processo de
estresse oxidativo. Esta € uma importante molécula sinalizadora envolvida na regulacdo de
varios mecanismos fisiopatoldgicos, sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS).
Atua como um mediador biolégico semelhante a neurotransmissores e pode regular os tonus
dos vasos sanguineos. Por outro lado, é um radical livre de oxigénio que pode funcionar como
um agente citotoxico em processos patoldgicos, principalmente nas doencas inflamatdrias
(AKTAN, 2004; COLEMAN, 2001; ROBINSON; BAUMGARDNER; OTTO, 2011).

A enzima NOS possui trés isoformas, sendo, NOS neural (NOS-1 ou nNOS), NOS
induzida (NOS-2 ou iNOS) e NOS endotelial (NOS-3 ou eNOS). Estimulos inflamatérios
como o LPS desencadeiam a producdo de NO e regula a expressdo de iNOS através da via de
sinalizacdo do NF-kB (MATTILA; THOMAS, 2014). A inibicdo da producdo de NO tem
sido uma estratégia importante no desenvolvimento de drogas anti-inflamatdrias (MANCINO;
LAWRENCE, 2010).

1.2 Tratamentos anti-inflamatérios

A inflamagdo, quando ndo controlada, perde seus efeitos benéficos de eliminar o
agente agressor e passa a ser prejudicial ao hospedeiro (LAWRENCE; WILLOUGHBY;
GILROY, 2002). Para evitar os efeitos danosos da inflamacao recomenda-se o uso de drogas

anti-inflamatorias. Existem dois tipos principais de anti-inflamatdrios disponiveis, os anti-



inflamatdrios esteroiais (AIEs), também denominados de glicocorticoides e o0s anti-
inflamatdrios nao-esteroidais (AINEs) (BATLOUNI, 2010).

1.2.1 Anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES)

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais se diferem dos corticoides, principalmente, pelo
seu mecanismo de agdo. Enquanto os corticoides impedem a produgdo de hormdnios e
sinalizadores inflamatorios, os AINEs impedem a ativacdo dessas substancias.

Os AINEs atuam sob a enzima chamada ciclo-oxigenase (COX), inibindo sua acdo. O
mecanismo de acdo dessas moléculas consiste em ocupar o sitio de ligagdo das COX nos
acidos araquidénicos gerados no processo inflamatério. Este blogueio feito pelos AINEs
impede que os acidos araquidénicos sejam oxidados pela COX e dé origem as protaglandinas
e tromboxanos, responsaveis pela vasodilatacdo tipica do processo inflamatdrio, dor, febre e
agregacédo plaquetaria (CAMARA-LEMARROY et al., 2012; GADEK-MICHALSKA et al.,
2013).

Os acidos salicilicos (AAS) e os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) mais
antigos inibem tanto a COX-1 quanto a COX-2, com baixa seletividade sobre a COX-2,
diferindo dos AINEs inibidores seletivos da COX-2 desenvolvidos mais recentemente. As
acles anti-inflamatorias, analgésica e antipirética dos AINEs decorrem principalmente da
acdo inibitdria sobre a COX-2, enquanto os efeitos colaterais sdo resultantes notadamente da
inibicdo da COX-1 (VILETTI; SANCHES, 2008).

O efeito colateral mais comum consiste na tendéncia a induzir ulceracdo gastrica ou
intestinal que, algumas vezes, pode ser acompanhada de anemia devido a consequente perda
de sangue. O motivo de tal toxicidade € a inibicdo da atividade da isoforma COX-1, que
produz as prostaglandinas responsaveis pela manutencdo da integridade da mucosa gastrica,
reduzem a secre¢do de &cido, aumentam a secrecdo de bicarbonato e melhoram o fluxo
sanguineo na microcirculagdo da mucosa. O sangramento gastrointestinal relaciona-se
tambem a inibicdo da atividade da COX-1 (BATLOUNI, 2010).

Outros efeitos colaterais, além dos problemas gastrointestinais, podem surgir em
decorréncia do uso de AINEs tais como diarreia, prisdao de ventre, perda de apetite,
dispepsia, vomitos, sonoléncia, dor de cabeca, tontura, retencao hidrica, irritacdo na
pele, chiado no ouvido, visdo turva, erup¢do cutdnea, aumento da pressdo sanguinea,
danos renais, reacOes alérgicas, hepatite medicamentosa entre outros efeitos indesejados
(BATLOUNI, 2010).
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1.2.2 Anti-inflamatdérios Esteroidais (AIES)

Os anti-inflamat6rios esteroidais sdo horménios glicocorticoides, também
denominados de cortisol. Este hormdnio é conhecido como horménio do estresse, pois em
situacdo de estresse fisico elevado, como traumas, cirurgias e infecgdes, a sua producao
aumenta. Também € responsavel por elevar a pressdo arterial, disponibilizando em maior
quantidade glicose e energia para que nosso organismo seja capaz de bater de frente com
esses estresses fisicos. Sendo assim, sua presenca é essencial para regular e sustentar varias
acbes do organismo como fungbes metabolicas, cardiovasculares, imunoldgicas e
homeostéaticas. (VILETTI; SANCHES, 2008).

O cortisol age no organismo impedindo que mediadores inflamatérios sejam
produzidos. Receptores de glicocorticoides podem inativar varios genes com efeitos
inflamatdrios. A explicacdo para este efeito € o blogueio do fator de transcricdio NF-xB
evitando, assim a transcric¢éo de citocinas e quimiocinas (BARNES, 2014).

O uso de glicocorticoides também pode apresentar efeitos colaterais. Entre os efeitos
indesejados mais comuns estdo nauseas, vomitos, acne, sudorese, exantemas, pele fina, dores
de cabeca, excitacdo, confusdo, insbnia e aumento de peso. Além de causar hiperglicemia,
retardo no desenvolvimento infantil, sindrome de Cushing, aumento da pressdo arterial,
osteoporose, aumento da pressdo ocular, reducdo da massa muscular e prejuizo do sistema
nervoso central (BATLOUNI, 2010).

O dexametasona € um AIE bastante utilizado em estudos para elucidacdo do
mecanismo de acao dos glicocorticoides (RAMESH; MEISNER; PHILIPP, 2015).

1.3 Liquido da Casca da Castanha de caju (LCC)

O cajueiro, Anacardium occidentale Linn, pertence ao género Anacardium, da familia
Anacardiaceae. E uma planta nativa do Brasil, tendo como habitat principal a regido Nordeste,
mas pode ser encontrado, também, na Amazénia e em regides do cerrado brasileiro
(GONZAGA, 2008). Atualmente, € encontrado em diversas regiGes tropicais, as quais se
destacam a India, Mogambique, Quénia, Tanzania, Guiné Bissau, Indonésia, Tailandia e
Vietnd (MITCHELL; SCOTT, 1987; PARAMASHIVAPPA et al., 2002).

O fruto do cajueiro € uma améndoa, conhecida como castanha de caju, que se prende a
extremidade do pseudofruto suculento, o caju. O sabor, o aroma e o formato do caju e da

castanha tornaram a espécie Anacardium occidentale L. popular e com grande importancia
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econdmica. Sendo o Brasil o terceiro maior produtor de castanha do mundo, seguindo a india
com a segunda maior producdo e o Vietnd em primeiro lugar (SOUZA FILHO, 2014).

Na inddstria de processamento da castanha de caju, sdo obtidos a améndoa e o o6leo,
tradicionalmente conhecido como liquido da casca da castanha (LCC), internacionalmente
chamado de Cashew Nut Shell Liquid (CNSL) (XAVIER; ARAUJO; VIEIRA, 2008). Para a
obtencdo da améndoa, isola-se o LCC, que se torna matéria-prima de grande interesse
(GONZAGA, 2008; MITCHELL; SCOTT, 1987). No mercado internacional, o LCC tem sido
adquirido para processamento do 6leo e posteriormente revendido a precos elevados, para a
fabricacdo de inseticidas, germicidas, antioxidantes, plastificantes, tintas vernizes, entre
outros, como no caso da Cardolite Company nos Estados Unidos e da Satya Cashew
Chemicals, na india. Os precos do LCC s&o muito variados, de US$ 0,15 a 0,25/kg de LCC
exportado. Valor médio irrisério quando se consideram suas potencialidades (MAZZETTO,;
LOMONACO; MELE, 2009).

O LCC, produzido no mesocarpo da casca da castanha, € um dleo viscoso e acre que
compreende 25% do peso do fruto in natura, sendo uma das fontes mais ricas de lipideos
fenolicos ndo-isoprendides, tais como &cidos anacérdicos, carddis, cardandis e metilcardois
(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009) (figura 2), sendo o &cido anacardico o principal
componente do liquido da casca da castanha de caju (LCC) compreendendo cerca de 70% dos
lipideos fendlicos (VIEIRA, 2007).
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15729
R |
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Figura 2 - Lipideos fendlicos ndo isoprenoides constituintes do LCC. Fonte: Adaptado de
MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009

A extracdo do LCC pode ser feita a frio, por processo mecanico, através de prensagem

ou por imersdao em banho quente do préprio LCC a 185-190°C. Este ultimo é o processo
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utilizado pela industria brasileira. Neste processo pode-se obter cerca de 50% do liquido. A
extracdo a quente produz um LCC diferente do extraido a frio. Durante o aquecimento o acido
anacardico sofre descarboxilacdo e é convertido em cardanol. O liquido extraido a quente é

chamado de “LCC técnico”. O conteudo de LCC na castanha crua varia entre 15 e 25%.

1.3.1 Uso terapéutico das moléculas derivadas do LCC

Os constituintes do LCC sdo definidos como compostos naturais nao-isoprénicos por
terem acetato como precursor biossintético. Estes compostos além de possuirem um ndcleo
aromatico e diversos grupos funcionais distintos, apresentam uma cadeia lateral aciclica
contendo mudltiplas insaturagdes na cadeia alifatica, o que lhes confere comportamento
anfipatico e também torna o LCC uma matéria-prima versatil, do ponto de vista sintético
(HAMAD; MUBOFU, 2015; VIEIRA, 2007).

A importéncia industrial do LCC pode ser avaliada pela existéncia de centenas de
patentes internacionais, em sua maioria norte-americana e inglesa, envolvendo sua utilizacéo.
A bibliografia cita mais de mil trabalhos publicados sobre o caju e derivados, sendo a maioria
de pesquisadores da Inglaterra, india e de alguns paises africanos. Neste contexto, derivados
fenolicos do LCC e derivados sintéticos apresentam atividades biologicas (STASIUK;
KOZUBEK, 2010), tais como, antibacteriana (GREEN et al., 2007, 2008), antioxidante
(TREVISAN et al., 2006b) e farmacoldgicas, por exemplo, inibidores enzimaticos
(PARAMASHIVAPPA et al., 2002; STASIUK; BARTOSIEWICZ; KOZUBEK, 2008),
antiproliferativos (CHANDREGOWDA,; KUSH; REDDY, 2009; PARAMASHIVAPPA et
al., 2002) e anti-inflamatorios.
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2 JUSTIFICATIVA

A alta incidéncia de efeitos colaterias relacionados aos anti-inflamatorios usuais, tanto
esteroidais (glicocorticoides) como os ndo-esteroidais (AINEs) faz com que seja necessario
pensar em farmacos alternativos para o tratamento do processo inflamatorio.

Estudos mostram que os derivados do LCC possuem atividade antioxidante e anti-
inflamatdria através de mecanismos de acdo envolvendo a redugdo de prostanoides e
leucotrienos pela inibicdo de eicosandides que induzem a producao de enzimas como
fosfolipase A, Ciclooxigenase (COX) e Lipooxigenase (LOX), e inibicdo da inducdo e
expressdao de iINOS em diferentes modelos celulares (CAMMERER, 2012). No entanto, 0
elevado desperdicio do LCC no Brasil faz com que este subproduto da inddstria alimenticia
seja pouco explorado (PINHO, 2009).

Numerosos estudos tém investigado novas estratégias terapéuticas, principalmente nos
campos da biologia molecular com o aprofundamento dos estudos e analises de expresséo de
genes de interesse. O conhecimento da expressao génica de mediadores inflamatorias tem sido
essencial para o melhor entendimento e definicdo de alvos terapéuticos mais eficientes
(WANG; QIN, 2018).

Visando aproveitar o LCC, que atualmente € residuo da industria alimenticia produtora
da castanha de caju, como materia-prima para a producdo de farmaco anti-inflamatdrio,
moléculas biossintéticas derivadas de LCC podem ser testadas para comprovar os efeitos anti-
inflamatorios desse composto. O presente trabalho propde o estudo da influéncia de derivados
de LCC, semissintéticos, através do estudo da expressdo de genes envolvidos no processo

inflamatorio.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil anti-inflamatério de derivados modificados a partir de lipideos

fendlicos de Anacardium occidentale L. em um modelo celular in vitro para inflamagéo.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a citotoxidade dos derivados fendlicos selecionados. Estabelecer o papel
preventivo e terapéutico dos derivados fenodlicos atraves da avaliacdo dos efeitos
imunoprotetor e anti-inflamatorio. Avaliar a expressdo de genes pro-inflamatérios (TNFa,
COX-2, INOS, NFkB, IL-1p, IL-6). Dosar a producédo de 6xido nitrico (NO) e da interleucina-
6 (IL-6), em macrofagos murinos, RAW 264.7. Comparar a atividade anti-inflamatoria dos

derivados fenolicos com farmacos comerciais (AAS e Dexametasona).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental
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Figura 3 — Sequéncia de testes realizados para o desenvolvimento do projeto.

4.2 Linhagem celular

Para os experimentos deste trabalho, foi utilizada a linhagem celular: RAW 264.7
(figura 3).

As células RAW 264.7 (ATCC® TIB71™) sio macrofagos originalmente
identificados a partir da ascite induzida por tumor formado apos injecéo do virus da leucemia
Abelson (A-MuLV) em camundongo macho. Estes macréfagos murinos sdo de crescimento
aderente e € 0 modelo in vitro mais aceito para a selecdo de drogas anti-inflamatdrias e
subsequente avaliacdo de inibidores das vias de sinalizacdo que levam a inducgéo de enzimas
inflamatorias e a producgéo de citocinas pro-inflamatorias (FENGYANG et al., 2012).

A linhagem celular utilizada neste estudo foi adquirida do banco de células do
Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - SP). As caracteristicas dessa linhagem e orientacdes de
cultivo estdo descritas pela American Type Culture Colection ATCC® e foram seguidas neste

estudo.
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4.3 Cultura de células in vitro

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) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB).

A linhagem celular foi mantida em garrafas de cultura de células de 75 cm? contendo
meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) com 4,5 g/L de glicose, 2 mM de L-
glutamina, (DMEM high glucose ref 11965-092 Life Technologies, GIBCO); suplementado
com piruvato de soédio 200 mM (SIGMA-Aldrich); 100 U/mL de penicilina-estreptomicina
(SIGMA-AIdrich) e 1% de aminoacidos ndo essenciais.

Para a suplementacdo do meio de cultivo, o SFB foi inativado a 65°C por 1h e para o
cultivo da linhagem de RAW264.7 foi suplementado com 10% de SFB (GIBCO, Life
Technologies), ap6s a suplementacdo o meio foi denominado DMEM completo.

A cultura foi mantida em estufa a 37°C com 5% de CO, e 95% de umidade com trocas
regulares do meio de cultura (8 a 10 mL), a cada 3 a 4 dias. O subcultivo das células foi
realizado a cada 5 a 7 dias, tempo suficiente para as culturas atingirem taxa de confluéncia de
aproximadamente 90 %.

O subcultivo de RAW 264.7 foi realizado por descolamento das células da superficie
de aderéncia do frasco com o uso de cell scraper. A contagem global de células foi realizada
na camera de Neubauer e para o subcultivo de manutengdo das culturas, as células foram

semeadas na concentracdo de 2 x 10° para um novo frasco de 75 cm?.

4.4 Sintese e caracterizacdo dos candidatos a agentes anti-inflamatorios

Os derivados fendlicos utilizados nesta pesquisa fazem parte da quimioteca de
derivados sintéticos e semissintéticos do Laboratorio de Desenvolvimento de Estratégias
Terapéuticas (LADETER) sob coordenacéo do Prof. Luiz Antbnio Soares Romeiro, e foram
cedidos para 0s ensaios.

As metodologias sintéticas empregadas nesta proposta envolveram reacfes classicas
em sintese organica como hidrogenacgdo catalitica, SEAr, esterificacdo/amidacdo, reducéo,
conversdo a haletos de acila/anidrido misto, condensagdo com aminas substituidas, sob
condigdes experimentais a temperatura ambiente, sob refluxo e radiacdo micro-ondas.

As misturas de acidos anacardicos ou cardanol, obtidas do Liquido da Castanha do

Caju (LCC) natural ou técnico, foram submetidas a hidrogenagdo catalitica aos derivados
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saturados. ApoOs conversdo aos sistemas salicilicos, estes sdo transformados em ésteres e
amidas analogos e homologos compreendendo bioisosteros em ambas as séries de
retroisdbmeros.

Em face da observacao aos protocolos de sigilo e de confidencialidade exigidos para
solicitagdo de pedido de privilégio intelectual, dados mais especificos sobre o
desenvolvimento metodoldgico desta proposta ndo serdo fornecidos.

A caracterizacdo das estruturas de intermediarios e produtos finais foi realizada por
meio da analise de espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13,
no infravermelho e por espectrometria de massas.

Dentre as moléculas do acido anacérdico sintetizadas e disponibilizadas, duas delas,
LDT11 (CyH3603 massa molar 348,52 g) e LDT13 (Cp3H3904, massa molar 390,56 g), foram
selecionadas para realizacdo dos ensaios para avaliacdo dos efeitos anti-inflamatérios efeito
de imunoprotecdo. Para avaliacdo e comparacdo da atividade bioldgica das moléculas
sintéticas foram utilizados dois medicamentos comerciais para comparacdo: acido
acetilsalicilico (AAS), por possuir estrutura quimica semelhante as moléculas sintéticas, e

Dexametasona (Dexa), anti-inflamatdrio glicocorticosteroide.

45 Avaliacdo do grau de citotoxicidade apos interacdo com os derivados
fendlicos sintéticos

Para avaliar a citotoxicidade dos derivados fendlicos hemissintéticos de acidos
anacardicos e determinar as concentracfes ideais a serem utilizadas nas andlises in vitro,
foram utilizados dois métodos colorimétricos: ensaio de captacdo do corante Tetrazlio WST-
8 e 0 ensaio de incorporagao do vermelho neutro (VN) (Figura 3).

45.1 Ensaio de WST-8

O ensaio € baseado na capacidade da enzima mitocondrial, desidrogenase succinica,
presente somente em células viaveis, em clivar o sal monossodico de tetrazélio WST-8 [2- (2-
metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofenil) 2H-tetrazélio]. Esta quebra,
resulta na producdo de cristais de formazan violeta presentes nas membranas celulares. O
namero de células vidveis é quantificado por ser proporcional a quantidade de formazan
medida por espectrofotometria (JAFARAIN; ASGHARI; GHASSAMI, 2014).

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade foi utilizado o kit comercial Cell Couting
kit-8 (Sigma-Aldrich, Saint Louis - USA) seguindo as instru¢des do fabricante. Os derivados

do &cido anacardico foram diluidos em PBS 1X. As células foram cultivadas em DMEM
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completo numa concentragdo de 1 x 10° células por poco, em placas de 96 pocos, incubadas a
37 °C em estufa mantida com 10 % CO,, por um periodo de 24 horas. Em seguida, 0 meio de
cultura foi trocado por 100 pL de meio DMEM sem suplementacdo incolor e 100 uL dos
derivados LDT11 ou LDT13 foram adicionados aos pogos, nas concentracfes de 25 uM, 50
MM, 75 uM, 100 pM, 125 pM, 150 pM, totalizando um volume total de 200 pL por poco.
Para este ensaio, utilizamos todas as amostras e controles em triplicata técnica e duplicata
bioldgica.

Depois da adicdo dos LDTs, a cultura de células foi homogeneizada e a placa foi
novamente incubada nas mesmas condi¢fes descritas. Apos 48h, o meio foi descartado e
acrescentado 100 uL de meio DMEM incolor sem suplementagdo, em seguida, foi adicionado
10 uL de WST-8 em cada pogo. Para o controle positivo, foram utilizadas células sem
nenhum tratamento. Para o controle de morte celular, foram usadas células estimuladas com
DMSO 60 %. Para o branco, foi adicionado meio DMEM incolor em pocos sem células.

Para avaliar a auséncia de interacdo quimica entre os LDTSs e o reagente do kit WST-8,
foram colocados nos pocos sem células, as mesmas concentracdes de LDT e adicionado o
WST-8. Ap0s 3 horas de incubacdo com o WST-8, foi medida a absorbancia das amostras em
espectrofotobmetro (Thermo Plate TP-Reader) em 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 os reagentes do kit WST-8 e cada uma das concentracdes dos lipideos

fenolicos testados, sem a presenca de células.

4.5.2 Ensaio de Vermelho Neutro (VN)

Vermelho neutro é um teste que avalia a sobrevivéncia e viabilidade celular baseado
na capacidade de células viadveis incorporarem o vermelho neutro, um corante supravital,
catibnico fraco que penetra facilmente nas membranas celulares, acumulando-se
intracelularmente, onde se liga aos sitios de matriz lisossomal anidnica. AlteracGes na
superficie celular ou na membrana do lisossomo levam a fragilidade lisossomal e outras
alteracfes que gradualmente tornam-se irreversiveis. Essas modificagdes causadas pela acdo
de xenobidticos resultam numa reducdo da absor¢do e ligacdo do vermelho neutro, sendo
possivel distinguir células mortas ou danificadas (ndo viaveis), das células vivas (viaveis)
(MATTANA et al.,, 2014), uma vez que o corante é absorvido pelas células viaveis e
armazenado nos lisossomos, enquanto células ndo-vidveis ndo sdo capazes de absorver o
corante (ZWOLAK, 2016).
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Para avaliar a viabilidade das células frente aos LDTs foi realizado o ensaio do
vermelho neutro conforme descrito por Taner et al., (2013), com algumas modificagdes. As
células foram colocadas em placa de 96 pocos numa concentragdo de 1 x 10°, em meio
DMEM completo e foram mantidas a 37 °C com atmosfera de 5 % de CO,. Apos 24 horas, 0
meio de cultura foi substituido por meio DMEM incolor suplementado com 5 % de SFB e foi
adicionado aos pocos, em triplicata, a diluicdo dos derivados LDT11 e LDT13 nas
concentracdes de 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 125 uM, 150 pM, totalizando um volume
total de 200 pL por pocgo. Para controle positivo, foram utilizados pogos com células sem
nenhum tratamento (NT). Para controle negativo, foram utilizados pocos com células tratadas
com DMSO 60%.

Para avaliar a auséncia de interacdo quimica entre os LDTs e o0s reagentes do teste
Vermelho Neutro, foram colocados nos pocos sem células, as mesmas concentracdes de LDT
e adicionado os reagentes.

A placa foi incubada por 48 horas nas mesmas condic¢des ja& mencionadas. Apés as 48
horas de incubacdo com os LDTs, o meio foi descartado, as células foram lavadas duas vezes
com a solucdo tampdo fosfato salino (PBS 1 X; pH 7,4) e 100 puL de meio DMEM
suplementado com 50 pg/mL de vermelho neutro foram adicionados aos pogos. A placa foi
incubada, nas condicGes supracitadas, por 3 horas, em seguida, 0 meio foi descartado e as
células foram lavadas por cinco vezes com PBS 1X a fim de remover o excesso de corante
ndo incorporado pelas células.

Apos a lavagem, foram adicionados 100 pL de solugdo de alcool-acido (50 % de
etanol, 1 % de &cido acético e 49 % de agua destilada) em cada poco para fixar o vermelho
neutro nas células. A placa foi agitada por 10 minutos e a absorbancia das amostras foi lida
em espectrofotdmetro de microplacas TP-Reader (Thermoplate, Palm city, FL,USA) com
filtro de 492 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem. Sendo o valor obtido para o controle
positivo, ou seja, células ndo-tratadas (NT), considerado 100 % de viabilidade. A equacao
utilizada foi: Viabilidade (%) = (n° de células viaveis/numero total de células ndo tratadas) x
100.

4.6 Analise de expressao génica

4.6.1 Tratamento diferencial da expressao génica
Para avaliagédo da influéncia dos LDTs na expressdo génica da linhagem RAW 264.7,

quando estimuladas com LPS, foram realizados experimentos de Reacdo em Cadeia de
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polimerase quantitativa em Tempo Real (QPCR). Para isso, 0 RNA das células foi extraido,
purificado e quantificado. A partir dos RNA obtidos, foi sintetizado o cDNA correspondente
e, assim, preparado para a reacdo de gPCR, como descrito a seguir. Para este ensaio, as
células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de seis pogos na concentracdo de 5 x 10°
células/pogo, contendo 3 mL meio DMEM 10 % completo. As placas foram incubadas até
atingirem confluéncia de aproximadamente 90 %, 24 horas ap6s 0 semeio. Apos esse periodo,
0 meio foi descartado e adicionado 3 mL de meio DMEM incolor sem suplementacdo com
soro fetal bovino (SFB), para conter a taxa de crescimento celular. Em seguida, as células
receberam tratamentos para analise de efeito imunoprotetor e efeito anti-inflamatério. Os
tratamentos utilizados para andlise do efeito imunoprotetor foram: 1- Células ndo tratadas; 2-
Células inflamadas com LPS (figura 6); 3- Células tratadas com LDT11 antes de serem
expostas ao agente inflamatério (LPS); 4- Células tratadas com LDT13 antes de serem
expostas ao agente inflamatorio (LPS); 5- Células tratadas com ASS antes de serem expostas
ao agente inflamatério (LPS); 6- Células tratadas com Dexa antes de serem expostas ao
agente inflamatorio (LPS) (figura 4). Ja os tratamentos utilizados para anélise do efeito anti-
inflamatorio dos derivados do LCC foram: 1- Células néo tratadas; 2- Células inflamadas com
LPS (figura 6); 3- Células inflamadas com LPS e, em seguida, tratadas com LDT11; 4-
Células inflamadas com LPS e, em seguida, tratadas com LDT13; 5- Células inflamadas com
LPS e, em seguida, tratadas com AAS; 6- Células inflamadas com LPS e, em seguida,
tratadas com Dexa (figura 5). Os tempos dos tratamentos foram de 6h, 24h e 48h, conforme

exposto na tabela 1 e tabela 2.

Tabela 1 — Tratamento Imunoprotetor das células RAW 264.7

Tempo total Forma de tratamento

células ndo tratadas (NT), incubadas por 6 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 6 horas

50 UM de LDT11, as células foram incubadas por 3 horas e, apds este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células
foram incubadas por mais 3 horas

50 uM de LDT13, as células foram incubadas por 3 horas e, apds este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células
foram incubadas por mais 3 horas

50 uM de AAS, as células foram incubadas por 3 horas e, apos este periodo,
foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 3 horas

50 uM de Dexa, as celulas foram incubadas por 3 horas e, apos este periodo,
foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 3 horas

6h
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células ndo tratadas (NT), incubadas por 24 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 24 horas

50 uM de LDT11, as células foram incubadas por 6 horas e, apoOs este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células
foram incubadas por mais 18 horas

50 uM de LDT13, as células foram incubadas por 6 horas e, ap0s este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células

24h ; :
foram incubadas por mais 18 horas
50 uM de AAS, as células foram incubadas por 6 horas e, apos este periodo,
foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas
50 uM de Dexa, as células foram incubadas por 6 horas e, apds este periodo,
foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas
células ndo tratadas (NT), incubadas por 48 horas
1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 48 horas
50 uM de LDT11, as células foram incubadas por 24 horas e, apés este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células
foram incubadas por mais 24 horas
50 uM de LDT13, as células foram incubadas por 24 horas e, apds este
48h periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células

foram incubadas por mais 24 horas

50 UM de AAS, as células foram incubadas por 24 horas e, ap0s este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células
foram incubadas por mais 24 horas

50 uM de Dexa, as células foram incubadas por 24 horas e, ap0s este
periodo, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, em seguida, as células
foram incubadas por mais 24 horas
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Figura 4 - Representacdo grafica dos tratamentos realizados nas culturas de células da
linhagem RAW 264.7 para avaliacdo do efeito imunoprotetor dos derivados fendlicos, nos
tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células ndo tratadas; LPS: células estimuladas com
LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em seguida com LPS; LDT13: células tratadas
com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células tratadas com &cido acetilsalicilico
comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas com o anti-inflamatorio comercial
Dexametasona e em seguida com LPS.

Tabela 2 — Tratamento Anti-inflamatério das células RAW 264.7

Tempo total Forma de tratamento

células ndo tratadas (NT), incubadas por 6 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 6 horas

1 png/mL de LPS, as células foram incubadas por 3 horas, ap0s este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de LDT11, em seguida, as células foram
incubadas por mais 3 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 3 horas, apds este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de LDT13, em seguida, as células foram
incubadas por mais 3 horas

6h
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1 png/mL de LPS, as células foram incubadas por 3 horas, ap0s este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de AAS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 3 horas, apds este periodo,
foi adicionado a cultura 50 UM de Dexa, em seguida, as células foram
incubadas por mais 3 horas

24h

células ndo tratadas (NT), incubadas por 24 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 24 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 6 horas, apos este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de LDT11, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas

1 png/mL de LPS, as células foram incubadas por 6 horas, apos este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de LDT13, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 6 horas, apds este periodo,
foi adicionado a cultura 50 UM de AAS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas

1 png/mL de LPS, as células foram incubadas por 6 horas, apos este periodo,
foi adicionado a cultura 50 UM de Dexa, em seguida, as células foram
incubadas por mais 18 horas

48h

células ndo tratadas (NT), incubadas por 48 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 48 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 24 horas, ap0s este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de LDT11, em seguida, as células foram
incubadas por mais 24 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 24 horas, ap0s este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de LDT13, em seguida, as células foram
incubadas por mais 24 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 24 horas, ap0s este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de AAS, em seguida, as células foram
incubadas por mais 24 horas

1 pg/mL de LPS, as células foram incubadas por 24 horas, ap0s este periodo,
foi adicionado a cultura 50 uM de Dexa, em seguida, as células foram
incubadas por mais 24 horas
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Figura 5 - Representacdo grafica dos tratamentos realizados nas culturas de células da
linhagem RAW 264.7 para avaliacdo do efeito anti-inflamatdrio dos derivados fendlicos, nos
tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células ndo tratadas; LPS: células estimuladas com
LPS; LDT11: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT11; LDT13: células
estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células estimuladas com LPS e em
seguida com éacido acetilsalicilico comercial; DEXA: células estimuladas com LPS e em

seguida com o anti-inflamatorio comercial Dexametasona.
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Figura 6 — Representagdo grafica dos controles utilizados nos tratamentos realizados nas
culturas de células da linhagem RAW 264.7 para avaliacdo dos efeitos imunoprotetor e anti-
inflamatorio dos derivados fenolicos, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT — células
ndo tratadas e LPS — Células tratadas com o estimulo inflamatdrio LPS.

Apds o devido tempo de tratamento, respectivo a cada amostra, 0 meio foi descartado
e foi adicionado 1 mL do reagente TRI Reagent® (Sigma-Aldrich), a base de trizol, para lisar
as células, mantendo a integridade do RNA total. Em seguida, o lisado foi transferido para
microtubos de 2 mL e armazenados a -20°C. Para 0s ensaios de analise da expressao génica,

as amostras e controles foram utilizados em triplicata técnica e duplicata biologica.

4.6.2 Extracao e purificacdo de RNA

A extracdo e purificacdo de RNA, foi realizada utilizado o kit comercial Direct-zol™
RNA Miniprep (Zymo Research, USA), seguindo as instrucdes do fabricante, que inclui etapa
de tratamento com DNAse. O lisado celular (1 mL) em trizol foi descongelado por 5 minutos
a temperatura ambiente para permitir a completa dissociagdo dos complexos de
nucleoproteinas. Depois de descongelado, foi adicionado ao lisado celular 1 mL de etanol a
95 %, o contetdo foi homogeneizado exaustivamente e agitado vigorosamente por 15
segundos. Apos este procedimento, 700 pL do contetudo foram transferidos para uma coluna
de silica do kit comercial e centrifugado a 11.000 g por 1 min, o filtrado foi descartado. Este
passo foi repetido até que todo o conteudo do lisado celular fosse filtrado pela coluna de
silica. Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados 400
puL de solucdo de lavagem (RNA Wash Buffer), e uma nova centrifugacdo foi realizada a
11.000 g por 1 min. A coluna foi entdo transferida para novo tubo para dar inicio a purificacdo
do RNA.
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Para a purificacdo do RNA, foram adicionados a coluna 80 pL de DNAse (cocktel
DNAse), aplicado diretamente no filtro, em seguida, os tubos e coluna foram incubados a 37
°C por 15 min, ap0s esse tempo, os tubos foram centrifugados a 11.000 g por 30 segundos.
Em seguida, foram adicionados a coluna 400 pL de solucdo pré-lavagem (RNA pre-wash
buffer), e novamente centrifugado a 11.000 g por 1 min. O filtrado foi descartado e o passo de
pré-lavagem foi repetido. Posteriormente, foram adicionados a coluna 700 pL de solugdo de
lavagem (RNA wash buffer) e uma nova centrifugacdo a 11.000 g por 2 min. O filtrado foi
descartado e, em seguida, foi repetida a centrifugacdo com a coluna vazia na mesma
velocidade, por 1 min.

A coluna vazia foi transferida para novo microtubo de 1,5 mL livre de RNAse. Foi
adicionado a coluna de silica 11 pL de agua ultrapura (Invitrogen, Life technologies), para a
liberacdo do RNA purificado, foi realizada uma centrifugacdo a 13.500 g por 2 min. Este
passo, para a liberacdo do RNA da coluna de silica foi repetido nas mesmas condi¢des. O tubo
contendo os 22 pL do filtrado de RNA foi devidamente identificado para seguir com a

quantificacdo do RNA.

4.6.3 Quantificacdo e analise do RNA extraido

A quantificagdo do RNA extraido foi determinada através de espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) que utiliza a
leitura espectrofotométrica nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. Para avaliar o
grau de pureza das amostras foi considerada a razdo da absorbancia em dois comprimentos de
onda nas densidades Oticas (DO) Azso2so NM (que avalia contaminagdo com proteinas) e
Aoeor230 NM (que avalia contaminagdo por compostos organicos). Quando a razdo entre as
absorbancias desses dois comprimentos de onda (A260/A280 e A260/A230) ficou entre 1.8 e
2.0, o grau de pureza do RNA foi considerado adequado para a realizacdo das andlises. As

amostras de RNA foram armazenadas a — 80 °C para sintese de DNA complementar (cDNA).

4.6.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit comercial Highcapacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). A um tubo de 0,2 mL foi adicionada
quantidade suficiente do filtrado de RNA de modo que totalizasse 2 ug de RNA por tubo. Em
sequida, foram adicionados os reagentes do kit comercial, em suas devidas proporcdes de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os tubos foram colocados no termociclador (BioNeer
— My Genie 96 Thermal Block) e submetidos a transcricdo reversa (RT). Posteriormente, 0s
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microtubos contendo o cDNA foram armazenados em temperatura de - 20°C para futuras

analises.

4.6.5 Definicdo dos genes de interesse para o estudo

Para esta etapa, foram selecionados genes envolvidos com a atividade inflamatoria.
Para um teste inicial, foram utilizados 6 primers para genes de interesse e 1 primer de gene
constitutivo (GAPDH) como controle. Foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies
(IDT), descritos a seguir na Tabela 3. Todos os pares de primers foram desenhados utilizando
o0 programa Primer Express (Applied Biosystems) com base nas sequéncias obtidas da base de

dados do transcriptoma de camundongo (http://www.informatics.jax.org).

Tabela 3 - Primers utilizados nas reagdes de qPCR.

Primers  Descricéo Sequéncias Tm*
GAPDH  Gliceraldeido-3- 5’-CCGGTGCTGAGTATGTCG-3’ 85,72
fosfato 5’-CCCTGTTGCTGTAGCCGTA-3’
desidrogenase
COX-2  Ciclooxigenase 2 5’-TGAGTACCGCAAACGCTTCTC-3’ 80,35
5’-TGGACGAGGTTTTTCCACCAG-3’
IL-1p Interleucina 1 beta 5’-TGAAATGCCACCTTTTGACAG-3’ 54,80
5’-CCACAGCCACAATGAGTGATA-3’
IL-6 Interleucina 6 5’-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3> 73,48
5’-CAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3’
iINOS Sintase induzida do 5’-GGCAGCCTGTGAGACCTTTG-3’ 77,81
oxido nitrico 5’-GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC-3’
NF-xB Fator Nuclear kappa 5’-AGCCAGCTTCCGTGTTTGTT-3’ 77,81
B 5’-AGGGTTTCGGTTCACTAGTTTCC-3’
TNF-a  Fator de Necrose 5-TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG-3’ 81,70
Tumoral alfa 5’-GGTCTGGGCCATAGAACTGA-3’

*Tm: Temperatura de melting

4.6.6  Padronizacdo das concentracdes dos primers especificos

Os experimentos de gPCR foram realizados no equipamento StepOnePlus™ (Applied
BioSystems — Life Technologies™, Carisbad, USA). A otimizagdo do protocolo de reagdo é
necessaria para determinar o desempenho da reacdo de PCR quando comparada com
diferentes reacdes e condicdes, tendo assim uma maior confiabilidade e reprodutibilidade.
Para uma avaliacdo criteriosa, varios fatores sdo levados em consideracéo para se obter maior
precisdo e confianga nos resultados: precisdo determinada e passivel de ser corrigida pela
triplicata da reacdo; eficiéncia, indicada pela inclinacdo (slope) da curva padrdo e de
parametros como R? e Y-interceptor (ponto em que a curva corta o eixo Y), calculados pela
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diluicdo seriada dos primers, demonstrando o qudo fiel um valor é em predizer outro valor,
estabelecendo uma boa confianga na correlacdo de dois valores; e sensibilidade da analise
estatistica, onde um grande numero de replicatas é necessario para prover significancia

estatistica.

4.6.6.1 Titulacdo dos Primers

A concentracdo de primers utilizadas na reacdo de qPCR deve ser a quantidade
minima necessaria para a duplicacdo de todas as copias do gene alvo, caso esteja presente na
amostra. Dessa forma, utilizando a mesma quantidade de amostras estimuladas com LPS por
48 horas, foram feitas reacdes com a combinagdo de trés diferentes concentragdes de cada
primer (foward e reverse), 100, 300 e 600 nM. As reagdes foram realizadas em triplicatas
para cada gene. Foi utilizado o método de Quantification — Relative Standard Curve. A
concentracdo otima foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor Ct e ARN maior
que 1 e que ndo apresentou formacdo de dimeros. Na tabela 4, estdo listadas as condicGes
6timas padronizadas para cada um dos primers a partir do ensaio de otimizagao/titulacéo.

Tabela 4 — Threshold, concentracdo de primers, concentracdo de cDNA e condicdes de
termociclagem padronizadas para cada um dos primers a partir dos ensaios de curva padrdo e
otimizacdo, para amplificacdo do gPCR.

Primers Concentracdo  Concentracdo N° de ciclos para
de primer (nM) de cDNA (ng) desnaturacao
GAPDH F 300 100 40
GAPDH R 300 100 40
COX-2 F 300 100 40
COX-2R 300 100 40
IL-18 F 300 100 40
IL-18 R 300 100 40
IL-6 F 600 100 40
IL-IL-6 R 100 100 40
iINOS F 300 100 40
iINOS R 300 100 40
NF-xB F 600 100 40
NF-xB R 600 100 40
TNF-a F 600 100 40
TNF-a R 300 100 40

4.6.6.2 Ensaio de eficiéncia
Estabelecida a melhor concentracdo de primer por reacdo, foi realizado o ensaio de
eficiéncia. Foi utilizado cDNA de células estimuladas com LPS, que apresenta expressdo dos

genes alvos analisados. Foi feita uma diluicdo seriada da amostra usando agua ultrapura
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(Invitrogen, Life techologies). As concentracGes obtidas apos a diluicdo seriada foram: 200
ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng e 6,25 ng. Todas as reacdes foram feitas em triplicatas por
gene e o metodo utilizado foi Quantification — Relative Standard Curve ou quantificacdo

relativa.

4.6.7 Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativa em Tempo Real (QPCR)

As reacdes de qPCR foram feitas pelo sistema SYBR Green (Absolute gPCR SYBR
Green Rox Mix - Thermo Fisher Scientific Inc, Vilnius, Lithuania, USA), em um volume total
de reacdo de 20 pL, contendo 50 ng de cDNA, 5 pmol\uL de cada primer foward e reverse e
g.s.p. de &gua ultrapura.

Os ensaios de amplificagdo foram realizados em placas de 96 pogos no equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied biosystems, USA), nas seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturacdo 95 °C por 15 seg,
anelamento e extenséo a 60 °C por 1 min e 72 °C por 30 seg. As reagdes foram realizadas em
triplicata para cada gene, sendo que o gene GAPDH foi utilizado como controle end6geno e
gene normalizador. Como controle negativo, foi utilizado pogos com &gua substituindo o
cDNA. A quantidade relativa de cada gene foi calculada utilizando o método Delta-Delta Ct
(AACt). A curva de melting foi analisada como controle de qualidade dos produtos da
amplificag&o.

4.6.8 Expressdo 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 comparacdo relativa com o grupo que ndo 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).

4.7 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

Para analise do NO, foi utilizado o método de Griess, pela adi¢ao de 100uL de reagente
de Griess (1% [w/v] sulfanilamida em é&cido fosforico 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
NO, comparando-se a densidade otica (D.O.) obtida com uma curva padrdo de NO, (GREEN
et al., 1981). A curva de referéncia foi preparada, fazendo uma diluicdo seriada de Nitrito de

Sédio nas seguintes concentra¢fes: 100 uM; 50 uM; 25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM; 3,13 uM e
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1,56 pM. Foram colocados em todos os pogcos 50 puL de meio DMEM com 5% de SFB
incolor. Aos pocos da curva de referéncia foram adicionados, em triplicata, 50 pL da diluigéo
de nitrito de so6dio em cada uma das concentracfes. Aos pocos restantes foram adicionados 50
pL do sobrenadante de cada amostra com seus respectivos tratamentos.

Para avaliar o potencial efeito imunoprotetor as células foram tratadas com 50 uM de
LDT11 e LDT13, por 3 horas e, em seguida, foi adicionado LPS por 48 horas. Para avaliar o
efeito anti-inflamatorio dos derivados do acido anacardico, foi feito tratamento com LPS, por
48 horas e, apos este periodo, foram adicionados 50 uM de LDT11 e LDT13. As amostras
foram coletadas, ap6s adicionar os LDTs nos tempos de 3h, 24h e 48h. Para controle positivo,
foi utilizado tratamento somente com LPS e para controle negativo foi utilizado células sem
nenhum tratamento (NT).

Para a dosagem do NO, foram adicionados, a cada sobrenadante da cultura, 100 pL do
reagente de Griess. Para o controle negativo, foram separados pocos contendo apenas meio
DMEM com 5 % de SFB, sem amostra. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
empregando filtro de 450 nm. Os resultados foram expressos em pumol/L de NO, comparando
a densidade otica (D.O.) obtida com a D.O da curva padrdo de NO, através de regressdo

linear.

4.8 Dosagem de IL-6

A quantificacdo de Interleucina-6 (IL-6) foi realizada por meio do ensaio
imunoenzimatico de competicdo, conforme estabelecido no kit do fabricante (Mouse IL-6
Assay Kit — IBL, code no. 27768, Hamburg, Germany). Para este ensaio, foram utilizados 0s
sobrenadantes das células RAW 264.7 tratadas com os derivados fenolicos sintéticos (LDT11
e LDT13) na concentracdo 50 uM, o mesmo tratamento feito para os ensaios de expressao

génica.

4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da Anélise 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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5 RESULTADOS

5.1 Sintese e caracterizacdo dos candidatos a agentes anti-inflamatorios

Para a selecdo das moléculas semissintéticas do LCC foram feitos testes preliminares
de citotoxicidade e analise de expressdo génica com mais de cinquenta moléculas. As
moléculas que mostraram os melhores resultados preliminares foram o LDT11 e LDT13,
dados ndo apresentados. Por este motivo, 0s experimentos posteriores foram realizados com
as moléculas LDT11 e LDT13.

O LDT11 (Cy,H3603) consiste em uma molécula sélida branca, com ponto de fuséo a
83 °C, massa molar de 348,519 g/mol, fator de retencdo (eluente: hexano 80%, acetato de etila
20%) de 0,48.

O LDT13 (Cy4H3904) consiste em uma molécula sélida branca, com ponto de fuséo a
67 °C, massa molar de 390,556 g/mol, fator de retencdo (eluente: hexano 80%, acetato de etila
20%) de 0,2; sendo assim, mais polar que o LDT11.

5.2 Viabilidade celular

Para analisar o efeito citotoxico dos derivados fenodlicos, LDT11 e LDT13, foram
realizados ensaios de avaliacdo da viabilidade celular pelos métodos WST-8 e Vermelho
Neutro. Para estes testes, foram utilizadas as concentragdes de 25 puM, 50 uM, 75 uM, 100
UM, 125 uM e 150 uM dos dois derivados do LCC. Para célculo do resultado de viabilidade
celular, o valor de DQOusq do branco foi descontado e o valor de DOusg das células nado tratadas

foi considerado como sendo 100 % viavel.

5.2.1 Viabilidade celular pelo método utilizando o reagente WST-8

No intuito de descartar a possibilidade de interacdo quimica cruzada entre os LDTs e 0
reagente WST-8 do kit comercial, foi realizado um ensaio sem células, apenas com os LDTs e
0 reagente em questdo. Os resultados demonstraram que as concentragdes testadas: 25 pM, 50
UM, 75 uM, 100 puM, 125 pM e 150 pM obtiveram um valor de densidade otica (DOgyso)
proximo ao valor do branco (apenas meio de cultura). Desta forma, pode-se inferir que os
LDTs ndo interagem quimicamente com o reagente de WST-8 (Figura 7), podendo ser

devidamente utilizados para os testes de viabilidade celular.
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Figura 7 - Teste de interacdo quimica do reagente de WST-8 e as diferentes concentragdes de
LDT11 e LDT13. Os valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias
encontradas nas amostras (n=3).

A figura 8 ilustra o ensaio de viabilidade celular pelo método WST-8. A concentragédo
de 25 pM de LDT11 mostrou uma viabilidade celular de aproximadamente 100 % e de
LDT13 foi de aproximadamente 90 %. A viabilidade na concentragéo de 50 uM de LDT11 foi
de aproximadamente 90 % e de LDT13 foi de aproximadamente 80 %. A partir da
concentracdo de 75 UM de LDT11 e de LDT13 a viabilidade celular mostrou-se igual ou
inferior a 60%.

Para este estudo, as concentracfes de LDT foram consideradas citotoxicas quando

apresentaram resultados de viabilidade celular iguais ou inferiores a 60%.
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Figura 8 - Teste de viabilidade celular pelo método WST-8, em linhagem celular RAW?264.7,
utilizando diferentes concentracdes dos derivados de &cido fendlicos, LDT11 e LDT13. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
amostras (n=3).
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5.2.2 Viabilidade celular pelo método de incorporacao do vermelho neutro

Para confirmar os resultados de viabilidade celular obtidos pelo ensaio WST-8, foi
utilizado o método incorporacdo do vermelho neutro. Primeiramente, foi avaliado a interacéo
quimica cruzada dos LDT11 e LDT13 com os reagentes do teste de vermelho neutro, figura 9.
As concentragOes utilizadas foram as mesmas do ensaio WST-8. Néo foi verificado interagao
entre os LDTs e os reagentes do ensaio do vermelho neutro, sendo as OD,g, verificadas com

as concentracdes de LDTs similares as OD4g, do branco.
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Figura 9 - Teste de interacdo quimica dos reagentes do ensaio de incorporacdo do Vermelho
Neutro e as diferentes concentra¢es de LDT11 e LDT13. Os valores para cada concentracdo
correspondem a média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).

Em seguida, foi realizado o ensaio de incorporacdo do vermelho neutro utilizando a
linhagem celular RAW264.7 nas concentracdes supracitadas, para avaliacdo de
citotoxicidade.

O ensaio mostrou resultados similares aos encontrados pelo método WST-8, figura 10.
Os resultados encontrados para as diferentes concentracbes de LDT11 e LDT13 foram
estatisticamente coincidentes. A concentragdo de 25 pM mostrou viabilidade celular de 100%
e na concentragdo de 50 puM de 80%, aproximadamente. A viabilidade celular nas
concentracdes de 75 uM e 100 uM foi de aproximadamente 60% e 40%, respectivamente.
Nas concentragdes de 125 uM e 150 pM a viabilidade foi de aproximadamente 20%. As
concentragfes de LDT foram consideradas citotdxicas quando apresentaram resultados igual

ou inferior a 60 % de viabilidade celular.
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Figura 10 - Teste de viabilidade celular pelo método de incorporacéo do vermelho neutro, em
linhagem celular RAW 264.7, utilizando diferentes concentragGes dos derivados de &cido
fenolicos, LDT11 e LDT13. Os valores para cada concentra¢do correspondem a média das
absorbancias encontradas nas amostras (n=3).

A partir dos resultados dos ensaios de viabilidade celular, as concentragdes toxicas
para as células RAW264.7 foram excluidas do estudo. A concentracdo padronizada para
realizacdo dos demais ensaios foi de 50 uM. Para padronizar a comparacdo entre os lipideos
fendlicos e os farmacos comerciais, a concentracdo de AAS e Dexametasona utilizada nos

teste, também foi de 50 uM.

5.3 Expressao génica

5.3.1 Quantificacdo relativa dos transcritos dos genes TNF-a, COX-2, iINOS, NF-kB,
IL-1p e IL-6 apds tratamento com LDT11e LDT13

Com o objetivo de analisar a modulacdo génica das células RAW264.7, apds interacdo
com os derivados do acido anacardico LDT11 e LDT13, no processo inflamatério, a
expressdo génica foi avaliada através da quantificagdo relativa dos transcritos dos genes TNF-
a, COX-2, INOS, NF-kB, IL-/p e IL-6. A inflamacéo foi induzida com 1 pg/mL de LPS, de
acordo com resultados de ensaios anteriores (TEOTONIO, 2015). As células foram tratadas
de acordo com os tratamentos descritos no item 4.6.1 e separadas por grupos de acordo com o
tratamento utilizado, tratamento imunoprotetor e tratamento anti-inflamatério, como descrito
nas tabelas 1 e 2. Os derivados LDT11 e LDT13 foram utilizados na concentracéo de 50 uM
assim como os farmacos comercialis .

O grupo de tratamento imunoprotetor testou a hipétese dos derivados de LCC evitarem

uma possivel inflamacdo frente a um agente inflamatorio. Foi adicionado LDT11 ou LDT13
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ao meio de cultura antes do indutor de inflamacgdo (LPS). A andlise foi feita nos tempos de 6
horas, 24 horas e 48 horas de tratamento.

O gene TNF-a, cujo principal efeito fisioldgico € promover a resposta imune
inflamatdria por meio do recrutamento e ativacdo de neutrofilos e mondcitos, apresentou sua
expressao reprimida, figura 11. Depois de 6h de estimulo, sendo 3 horas de tratamento com 0s
LDT11 ou LDT13 e em seguida 3 horas de estimulo com LPS. A represséo génica foi de 88%
quando tratado com LDT11 e 53% quando tratada com LDT13, comparado ao grupo controle
de inflamacdo (LPS). O AAS apresentou uma repressdo de 33% enquanto que o anti-
inflamatorio comercial Dexametasona (DEXA) apresentou uma repressao de 50%. Estes
resultados sugerem que LDT11 e LDT13 apresenta um possivel efeito protetor a inflamacéo
melhor que os anti-inflamatérios testados, figura 11A.

O tratamento realizado por 24 horas apresentou dados semelhantes aos anteriores,
figura 11B. Os tratamentos com LDT11 e LDT13 antes de adicionar o LPS, apresentou uma
repressdo génica de 91% e 56%, respectivamente, quando comparado ao grupo inflamado
com LPS. O tratamento com AAS apresentou uma repressdo génica de 55% e o tratamento
com DEXA apresentou uma repressdo de 64%. Os dados do tratamento por 24h também
sugerem um possivel efeito protetor a inflamacao.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma reducdo da expressdo de TNF-a
guando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 11C. Para o LDT11 a represséo foi
de 47%. Quando tratado com LDT13 a repressdo foi de 20%. O tratamento com AAS
apresentou repressao génica de 4% e o tratamento com DEXA reprimiu o gene em 32%.
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Figura 11 - Quantidade relativa de transcritos do gene TNF-a em células RAW 264.7 para o
efeito protetor a inflamacdo, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo
tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em
seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células
tratadas com &cido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas
com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com LPS. Os valores para
cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p <
0,05).

O segundo gene analisado no tempo de 6 horas foi o COX-2, que codifica a enzima
responsavel pela conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas e tromboxanos, nos
processos inflamatorios. A figura 12 mostra a repressdo da expressao génica de COX-2, nos
tratamentos de 6 horas e 24 horas e um aumento na expressao no tempo de tratamento de 48
horas.

Apos 3 horas de tratamento com os LDT11 ou LDT13 e, em seguida, 3 horas de
estimulo com LPS, figura 12A, o gene COX-2 apresentou uma repressdo génica em relacdo ao
grupo controle de inflamacdo (LPS), sendo 81% menos expressos, quando tratado com
LDT11 e 43% menos expresso quando tratado com LDT13. O AAS apresentou uma represséo
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de 1% enquanto que o anti-inflamatorio comercial Dexametasona (DEXA) apresentou uma
repressao de 74%.

No tratamento realizado por 24 horas, figura 12B, os tratamentos com LDT11 ou
LDT13, antes de adicionar o LPS, apresentou uma repressdo génica de 84% e de 60%,
respectivamente, quando comparado ao grupo inflamado com LPS. O AAS apresentou uma
repressdo de 28% e DEXA apresentou uma repressao 38%. Os dados do tratamento por 24h
também sugerem um possivel efeito protetor a inflamacéo.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou um aumento na expressdo génica de
COX-2, quando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 12C. Para o LDT11 a
expressao foi de aumentada 48%. Quando tratado com LDT13 a expressao foi aumentada em
22%. O tratamento com AAS apresentou uma maior expressdo génica de 71% e o tratamento
com DEXA expressou 0 gene 23% mais, quando comparados com o grupo controle tratado
com LPS. Mostrando que, para o gene da enzima COX-2, as moléculas de LCC testadas e 0s

anti-inflamatorios comerciais podem perder o efeito.
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Figura 12 - Quantidade relativa de transcritos do gene COX-2 em células RAW 264.7 para 0
efeito protetor a inflamacdo, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células néo
tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em
seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células
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tratadas com acido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas
com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com LPS. Os valores para
cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p <
0,05).

O proximo gene analisado foi o iINOS, que codifica a enzima responsavel pela sintese
de oxido nitrico nas células. A figura 13 mostra a repressdo da expressdo génica de iNOS, nas
células RAW264.7, na maioria dos tratamentos analisados. No tratamento de 6 horas, figura
13A, com o &cido fendlico LDT11, o gene iNOS apresentou repressdo de 100% em relacéo ao
grupo estimulado com LPS. No tratamento com LDT13, o gene foi 99% menos expresso. O
tratamento com AAS apresentou uma repressdao de 95%. O anti-inflamatdério comercial
Dexametasona apresentou uma repressao de 98%.

No ensaio realizado por 24 horas, figura 13B, os tratamentos com LDT11 e LDT13
apresentaram uma repressao génica de 41% e de 17%, respectivamente, quando comparado ao
grupo inflamado com LPS. O AAS apresentou uma repressdo de 68% e DEXA apresentou
uma represséo 56%.

O tratamento realizado por 48 horas apresentou repressdo génica para a maioria dos
tratamentos excetuando o tratamento com o Dexametasona, figura 13C. Os tratamentos com
LDT11 e LDT13 apresentaram uma repressdo génica de 18% e de 25%, respectivamente,
qguando comparado ao grupo inflamado com LPS. O AAS apresentou uma repressao de 34%
enquanto que o anti-inflamatério comercial apresentou um aumento na expressdo génica de
38%.
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Figura 13 - Quantidade relativa de transcritos do gene iNOS em células RAW 264.7 para o
efeito protetor a inflamacdo, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células ndo
tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em
seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células
tratadas com acido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas
com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com LPS. Os valores para
cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p <
0,05).

A figura 14 apresenta as modula¢des do gene NF-xB, fator de transcri¢do responsavel
pela regulagdo da expressdo génica de imunoglobulinas em linfécitos B, pela regulagdo de
genes ligados a resposta imuno-inflamatoria, envolvidos na apoptose e na transformacao
neoplasica celular.

O possivel efeito protetor a inflamacdo é verificado nos tratamentos com LDT11 e
LDT13 por 3 horas e, em seguida, 3 horas de estimulo com LPS, figura 14A. A repressao
génica no tratamento com LDT11 foi de 88% e de 53% no tratamento com LDT13. O
tratamento com AAS apresentou uma repressdo de 33%, enquanto que o Dexametasona
obteve uma repressdo génica de 50%.

O tratamento realizado por 24 horas também mostrou repressdo génica quando
comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 14B. Os tratamentos com LDT11 ou LDT13

antes de adicionar o LPS, apresentaram uma repressdo génica de 56% e de 49%,
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respectivamente. O AAS apresentou uma repressdo de 54% e DEXA apresentou uma
repressao de 18%.

O tratamento realizado por 48 horas apresentou resultado semelhante ao gene iNOS,
tendo uma repressdo génica para a maioria dos tratamentos, excetuando o tratamento com o
Dexametasona. Os tratamentos com LDT11 e LDT13, apresentaram uma repressdo génica de
74% e de 27%, respectivamente, quando comparado ao grupo inflamado com LPS. O AAS
apresentou uma repressdo de 40% enquanto que o anti-inflamatorio comercial apresentou um

aumento na expressdo génica de 16%, figura 14C.
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Figura 14 - Quantidade relativa de transcritos do gene NF-xB em células RAW 264.7 para o
efeito protetor a inflamacdo, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células néo
tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em
seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células
tratadas com acido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas
com o anti-inflamat6rio comercial Dexametasona e em seguida com LPS. Os valores para
cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p <
0,05).
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Foram analisados também os genes IL-/8 e o IL-6. Genes ligados ao processo
inflamatorio recrutando eosinéfilos para o local da inflamacéo, sob influéncia do fator de
transcricdo NF-«B.

O gene IL-1p apresentou repressao nos tratamentos analisados, figura 15, sendo que no
tratamento de 6 horas os derivados fenolicos LDT11 e LDT13 mostraram uma repressao de
93% e de 89%, respectivamente, quando comparado com o grupo estimulado com LPS. O
tratamento com AAS apresentou um aumento na expressao de 11%. O tratamento dom
Dexametasona apresentou uma repressao de 69%, figura 15A.

O tratamento realizado por 24 horas também mostrou repressdo génica quando
comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 15B. O tratamento com LDT11 apresentou
uma repressdo génica de 83% ao passo que o tratamento com o LDT13 apresentou uma
repressdo génica de 92%. O AAS apresentou um aumento na expressdo génica de 44% e
DEXA apresentou uma represséo de 82%.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma redugéo da expressédo de IL-15
guando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 15C. Para 0 LDT11 a repressao foi
de 99%. Quando tratado com LDT13 a repressdo foi de 97%. O tratamento com AAS
apresentou repressao génica de 88% e o tratamento com DEXA reprimiu 0 gene 96%.
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Figura 15 - Quantidade relativa de transcritos do gene IL-/4 em células RAW 264.7 para o
efeito protetor a inflamacdo, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células néo
tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em
seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células
tratadas com acido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas
com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com LPS. Os valores para
cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p <
0,05).

A figura 16 mostra repressdo do gene IL-6 nos tratamentos analisados. No tratamento
de 6h, houve uma repressdo de 98% quando tratado com LDT11 e de 97% quando tratado
com LDT13, ao serem comparados com o grupo estimulado com LPS. O tratamento com
AAS apresentou uma repressdo de 88% e o Dexametasona mostrou uma repressdo de 96%,
figura 16A.

O tratamento realizado por 24 horas também mostrou repressdo génica quando
comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 16B. O tratamento com LDT11 apresentou
uma repressdo de 79%. O tratamento com o LDT13 apresentou uma repressao génica de 85%.
O AAS apresentou uma repressdo de 45% e DEXA apresentou uma repressdo de 65%.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma reducgéo da expressédo de IL-6, para
0 LDT11 a repressdo foi de 99%. Quando tratado com LDT13 a repressdo foi de 98%. O
tratamento com AAS apresentou repressdo génica de 86% e o tratamento com DEXA

reprimiu o gene 94%, figura 16C.
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Figura 16 - Quantidade relativa de transcritos do gene IL-6 em células RAW 264.7 para o
efeito protetor a inflamacdo, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo
tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas com LDT11 e em
seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com LPS; AAS: células
tratadas com &cido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS; DEXA: células tratadas
com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com LPS. Os valores para
cada concentracdo correspondem & média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3).
Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p <
0,05).

A segunda analise foi realizada com o grupo de tratamento anti-inflamatorio, no qual
as células RAW 264.7 receberam um primeiro estimulo com o agente inflamatério LPS e
depois um tratamento com os derivados de LCC, LDT11 ou LDT13, além dos anti-
inflamatdrios comerciais usados para controle e comparagédo. Este grupo de tratamento testou
a hipdtese dos derivados de LCC agirem de forma terapéutica a inflamacdo previamente
estabelecida.

Depois de 6h de estimulo, sendo 3 horas de estimulo com os LPS e, em seguida, 3
horas de tratamento com LDT11 ou LDT13, o gene TNF-a apresentou repressdo génica,

guando comparado ao grupo controle de inflamacéo com LPS. No tratamento com LDT11 a
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repressdo foi de 66% e de 74% quando tratada com LDT13. O tratamento com AAS
apresentou uma repressao de 55% enquanto que o anti-inflamatério Dexametasona apresentou
uma repressdo de 73%, figura 17A.

O tratamento realizado por 24 horas apresentou um aumento na expressao génica,
figura 17B. Os tratamentos com LDT11 e LDT13 apos a adicdo de LPS apresentaram um
aumento na expressdo de 54% e de 99%, respectivamente, quando comparado ao grupo
inflamado. O tratamento com AAS apresentou um aumento na expressdo de 36% e o
tratamento com o DEXA apresentou um aumento na expressdo de 100%.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma reducdo da expressdo de TNF-a
quando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 17C. Para o LDT11 a repressao foi
de 12%. Quando tratado com LDT13 a repressdo foi de 33%. O tratamento com AAS

apresentou repressao génica de 44% e o tratamento com DEXA reprimiu o gene 4%.
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Figura 17 - Quantidade relativa de transcritos do gene TNF-a em células RAW 264.7 para o
efeito anti-inflamatdrio, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo tratadas;
LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células estimuladas com LPS e em seguida com
LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células
estimuladas com LPS e em seguida com é&cido acetilsalicilico comercial; DEXA: células
estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatério comercial Dexametasona. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
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amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste
ANOVA (p <0,05).

Para 0 gene COX-2, o tratamento de 6h apresentou uma repressdo génica de 19%
quando tratado com LDT11. Porém, no tratamento com LDT13, o gene COX-2 apresentou um
aumento da expressao génica de 27%, quando comparado ao grupo controle de inflamagéo
com LPS. Também foi observado aumento da expressdo génica no tratamento com AAS,
sendo de 87% mais expres00730 que o grupo estimulado com LPS. O tratamento com o anti-
inflamatorio comercial, Dexametasona, apresentou uma repressao génica de 24%, figura 18A.

O tratamento realizado por 24 horas apresentou um aumento na expressdo do gene
COX-2, figura 18B. Os tratamentos com LDT11 e LDT13 ap0s a adi¢do de LPS apresentou
uma aumento na expressdo de 48% e de 22%, respectivamente, quando comparado ao grupo
inflamado com LPS. O tratamento com AAS apresentou um aumento na expressao de 71% e
o0 tratamento com o DEXA apresentou um aumento na expressado de 23%.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma reducdo da expressdo de COX-2
quando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 18C. Para o LDT11 e parao LDT13
a repressdo foi de 73%. O tratamento com AAS apresentou repressdo génica de 79% e o

tratamento com DEXA reprimiu o gene 51%.
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Figura 18 - Quantidade relativa de transcritos do gene COX-2 em células RAW 264.7 para 0
efeito anti-inflamatorio, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células ndo tratadas;
LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células estimuladas com LPS e em seguida com
LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células
estimuladas com LPS e em seguida com acido acetilsalicilico comercial; DEXA: células
estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatorio comercial Dexametasona. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste
ANOVA (p <0,05).

Para o gene iNOS, a maioria dos tratamentos analisados apresentaram repressao
génica, figura 19. O tratamento de 6h apresentou uma repressdo génica de 77% quando
tratado com LDT11. No tratamento com LDT13, o gene iNOS apresentou uma repressdo
génica de 82%, quando comparado ao grupo controle de inflamacéo com LPS. No tratamento
com AAS a repressdo foi de 63% quando comparado ao grupo estimulado com LPS. O
tratamento com Dexametasona apresentou uma repressao génica de 66%, figura 19A.

O tratamento realizado por 24 horas apresentou uma repressao génica de 43% no
tratamento com LDT11 e de 86% no tratamento com LDT13, apés a adicdo de LPS. O
tratamento com AAS apresentou uma repressdo génica de 61%. Apenas o tratamento com o
Dexametasona apresentou um aumento na expressao de iNOS de 26%, figura 19B.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma redugdo da expressdo de iNOS
quando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 19C. Para o LDT11 a repressao foi
de 33%. Quando tratado com LDT13 a repressdo foi de 34%. O tratamento com AAS

apresentou repressao génica de 14% e o tratamento com DEXA reprimiu o gene 85%.
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Figura 19 - Quantidade relativa de transcritos do gene iNOS em células RAW 264.7 para 0
efeito anti-inflamatdrio, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo tratadas;
LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células estimuladas com LPS e em seguida com
LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células
estimuladas com LPS e em seguida com 4&cido acetilsalicilico comercial; DEXA: células
estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatério comercial Dexametasona. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste
ANOVA (p <0,05).

O gene NF-«xB também sofreu repressdo na maioria dos tratamentos analisados, figura
20. O tratamento de 6h apresentou uma repressao génica de 65% quando tratado com LDT11.
No tratamento com LDT13, o gene NF-«xB apresentou uma repressao génica de 31%, quando
comparado ao grupo controle de inflamagdo com LPS. No tratamento com AAS a repressao
foi de 21% e o tratamento com Dexametasona apresentou uma repressdo génica de 37%,
figura 20A.

O tratamento realizado por 24 horas apresentou uma repressdo génica de 13% no
tratamento com LDT11 e de 65% no tratamento com LDT13. O tratamento com AAS
apresentou uma repressao génica de 39%. Apenas o tratamento com o Dexametasona

apresentou um aumento na expressao de NF-«xB de 82%, figura 20B.
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O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma reducdo da expressdo de NF-«xB
quando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 20C. Para o LDT11 a repressao foi
de 50%. Quando tratado com LDT13 a repressdao foi de 4%. O tratamento com AAS

apresentou repressao génica de 41% e o tratamento com DEXA reprimiu 0 gene 28%.
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Figura 20 - Quantidade relativa de transcritos do gene NF-xB em células RAW 264.7 para o
efeito anti-inflamatdrio, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo tratadas;
LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células estimuladas com LPS e em seguida com
LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células
estimuladas com LPS e em seguida com acido acetilsalicilico comercial; DEXA: células
estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatério comercial Dexametasona. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste
ANOVA (p <0,05).

A figura 21 mostra a modulacdo do gene IL-/8 nos tratamentos analisados. O
tratamento de 6h apresentou uma repressao génica de 70% quando tratado com LDT11 e de
55% no tratamento com LDT13, quando comparado ao grupo controle de inflamagdo com
LPS. No tratamento com AAS houve um aumento na expressdo génica de 34%. O tratamento
com Dexametasona apresentou uma repressdo génica de 62%, quando comparado com o

grupo estimulado com LPS, figura 21A.
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O tratamento realizado por 24 horas apresentou uma repressdo génica de 15% no
tratamento com LDT11. O tratamento com LDT13 apresentou uma represséo génica de 92%.
O tratamento com AAS apresentou um aumento na expressao de 44% e o tratamento com o
Dexametasona apresentou uma repressao do gene IL-/5 de 82%, figura 21B.

O tratamento realizado por 48 horas mostrou uma redugdo da expressédo de IL-15
quando comparado ao grupo estimulado com LPS, figura 21C. Para o LDT11 a repressao foi
de 54%. Quando tratado com LDT13 a repressdo foi de 93%. O tratamento com AAS

apresentou repressao génica de 22% e o tratamento com DEXA reprimiu 0 gene 49%.
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Figura 21 - Quantidade relativa de transcritos do gene IL-/5 em células RAW 264.7 para o
efeito anti-inflamatdrio, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo tratadas;
LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: celulas estimuladas com LPS e em seguida com
LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células
estimuladas com LPS e em seguida com acido acetilsalicilico comercial; DEXA: células
estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatério comercial Dexametasona. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste
ANOVA (p <0,05).

O gene IL-6 sofreu repressdo nos tratamentos analisados, figura 22. O tratamento de

6h apresentou uma repressdo génica de 70% quando tratado com LDT11. No tratamento com
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LDT13, o gene IL-6 apresentou uma repressao génica de 55%, quando comparado ao grupo
controle de inflamagcdo com LPS. No tratamento com AAS a represséo foi de 34% e o
tratamento com Dexametasona apresentou uma repressao génica de 62%, figura 22A.

O tratamento realizado por 24 horas apresentou uma repressdo génica de 39% no
tratamento com LDT11 e de 95% no tratamento com LDT13. O tratamento com AAS
apresentou uma repressao génica de 36%, assim como no tratamento com o Dexametasona
que também apresentou uma repressao de 36%, figura 22B.

No tratamento realizado por 48 horas, para o LDT11 a represséo foi de 47%. Quando
tratado com LDT13 a represséo foi de 20%. O tratamento com AAS apresentou repressao

génica de 4% e o tratamento com DEXA reprimiu o gene 32%, figura 22C.
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Figura 22 - Quantidade relativa de transcritos do gene IL-6 em células RAW 264.7 para o
efeito anti-inflamatdrio, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h (C). NT: células nédo tratadas;
LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: celulas estimuladas com LPS e em seguida com
LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com LDT13; AAS: células
estimuladas com LPS e em seguida com éacido acetilsalicilico comercial; DEXA: células
estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatério comercial Dexametasona. Os
valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas nas
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amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o teste
ANOVA (p <0,05).

5.4 Dosagem de dxido nitrico

Durante o processo inflamatério, os macr6fagos produzem grandes quantidades de
metabolitos reativos de oxigénio e nitrogénio, causando um aumento do estresse oxidativo nas
células. A producdo de oOxido nitrico (NO) no sobrenadante das células RAW 264.7 foi
mensurada para confirmar a influéncia na atividade pro-inflamatoria dos derivados de acido
anacardico LDT11 e LDT13. Para este experimento, foi utilizado o sobrenadante dos mesmos
tratamentos utilizados nos experimentos de analise de expressdo génica, ou seja, nos tempos
de 6h, 24h e 48h.

Para avaliar o efeito protetor a inflamacdo, as células foram tratadas com 50 uM de
LDT11 ou de LDT13, em seguida, foi adicionado a cultura 1 pg/mL de LPS, como descritos
no item 4.6.1. Ao final de cada tratamento, o sobrenadante foi coletado para a dosagem de
NO. Os resultados apresentados na figura 23 mostram que os derivados LDT11 e LDT13
foram capazes de proteger as células RAW264.7, reduzindo a producdo de NO em todos os
tempos de tratamento. A reducdo da producdo de NO foi acima de 95% em praticamente
todos os tratamentos em todos os tempos. Excetuando somente o tratamento com LDT13 no

tempo de 48h (figura 23C), que a reducéo foi de 76%.
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Figura 23 - Avaliacdo do potencial efeito imunoprotetor dos derivados de LCC por dosagem
dos niveis de produgdo de 6xido nitrico no sobrenadante, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h
(C). NT: células ndo tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas
com LDT11 e em seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com
LPS; AAS: células tratadas com acido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS;
DEXA: células tratadas com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com
LPS. Os valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas
nas amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o
teste ANOVA (p < 0,05).

Para avaliar o efeito anti-inflamatério, as células foram estimuladas, primeiramente
com 1 pg/mL de LPS, apds este periodo foram adicionados 50 uM de LDT11 ou de LDT13,
variando os tempos de tratamento em 6h, 24, e 48h como descrito no item 4.6.1. Em seguida,
0 sobrenadante foi coletado para a dosagem de NO. Os resultados apresentados na figura 24
mostram que o derivado fenolico LDT13 foi capaz de reduzir a produgdo de NO, nas células
RAW264.7, mesmo ap06s o estabelecimento da inflamagdo. Em alguns dos tratamentos, a
reducdo da producdo de NO néo foi significativa. No tempo de 6h (figura 24A), o tratamento

com LDT11 foi apenas de 4%, enquanto que o tratamento com LDT13 reduziu a producao de
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NO em 96%. Os tratamentos com AAS e DEXA mostraram uma reducdo da producdo de NO
em 7% e 57%, respectivamente. No tempo de 24h, o tratamento com LDT11 reduziu a
producdo de NO em 51% os demais tratamentos mostraram uma reducdo de
aproximadamente 95% na producéo de NO, figura 24B. A analise feita apds 48h mostrou uma

reducdo aproximadamente de 95% para todos os tratamentos realizados, figura 24C.
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Figura 24 - Avaliacdo do potencial efeito anti-inflamatério dos derivados de LCC por
dosagem dos niveis de produgdo de Oxido nitrico no sobrenadante, nos tempos de 6h (A), 24h
(B) e 48h (C). NT: células ndo tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células
estimuladas com LPS e em seguida com LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em
seguida com LDT13; AAS: células estimuladas com LPS e em seguida com &cido
acetilsalicilico comercial; DEXA: células estimuladas com LPS e em seguida com o anti-
inflamatorio comercial Dexametasona. Os valores para cada concentragdo correspondem a
média das absorbancias encontradas nas amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca
estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p < 0,05).

5.5 Dosagem de citocina IL-6

Ainda para confirmar os resultados observados nas analises de expressao génica, foi

feita a dosagem de IL-6. Esta foi a citocina que apresentou maior expressdo génica, quando
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estimulada com LPS, nos trés tempos analisados, como mostrado no item 5.3. Os resultados
obtidos corroboraram os dados de expressdo génica. Os derivados fenolicos LDT11 e LDT13,
mostrou o potencial efeito protetor a inflamacao reduzindo a producédo da interleucina IL-6,
figura 25. No tempo de 6h, a reducdo da producéo de IL-6 foi de praticamente 100% em todos
os tratamentos realizados, figura 25A. No tempo de 24h a reducéo foi de aproximadamente
60% nos tratamentos com LDT11, LDT13 e DEXA, figura 25B. O tratamento com ASS
apresentou uma reducdo de IL-6 menos efetiva, 17%. No tempo de 48h, a producdo da
citocina IL-6 foi reduzida em 73% com o pré-tratamento com LDT11, 69% no tratamento
com LDT13, 52% no tratamento com AAS e 42% no tratamento com DEXA, figura 25C.
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Figura 25 - Avaliacdo do potencial efeito imunoprotetor dos derivados de LCC por dosagem
dos niveis de producéo da citocina IL-6 no sobrenadante, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h
(C). NT: celulas ndo tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células tratadas
com LDT11 e em seguida com LPS; LDT13: células tratadas com LDT13 e em seguida com
LPS; AAS: células tratadas com acido acetilsalicilico comercial e em seguida com LPS;
DEXA: células tratadas com o anti-inflamatério comercial Dexametasona e em seguida com
LPS. Os valores para cada concentracdo correspondem a média das absorbancias encontradas
nas amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica significativa de acordo com o
teste ANOVA (p <0,05).
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A andlise do efeito anti-inflamatério, pela dosagem da produgdo da citocina IL-6,
também foi realizada. Os resultados apresentados na figura 26 mostram que os derivados do
LCC, LDT11 e LDT13 foram capazes de reduzir a producdo da citocina IL-6, nas células
RAW?264.7, mesmo apos ter a inflamacao ja estabelecida. No tempo de 6h (figura 26A), o
tratamento com LDT11 reduziu a producdo de IL-6 em 22%, o tratamento com LDT13
reduziu IL-6 9%. Os tratamentos com AAS e DEXA mostraram uma reducdo da producgéo de
IL-6 em 2% e 26%, respectivamente. Mesmo as porcentagens se mostrando mais baixas, a
producdo de IL-6 foi de 100 vezes a quase 1000 vezes menor que a producdo observada no
grupo controle (LPS). Nos tempo de 24h (figura 26B) e 48h (figura 26C), os resultados foram
semelhantes. A reducédo da producdo de IL-6 foi de aproximadamente 10%, 100 vezes menor

gue nas células tratadas com LPS, em todos os tratamentos realizados.
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Figura 26 - Avaliacdo do potencial efeito anti-inflamatorio dos derivados de LCC por
dosagem dos niveis da citocina IL-6 no sobrenadante, nos tempos de 6h (A), 24h (B) e 48h
(C). NT: células ndo tratadas; LPS: células estimuladas com LPS; LDT11: células estimuladas
com LPS e em seguida com LDT11; LDT13: células estimuladas com LPS e em seguida com
LDT13; AAS: células estimuladas com LPS e em seguida com &cido acetilsalicilico
comercial; DEXA: células estimuladas com LPS e em seguida com o anti-inflamatorio
comercial Dexametasona. Os valores para cada concentracdo correspondem a média das
absorbancias encontradas nas amostras (n=3). Asteriscos indicam diferenca estatistica
significativa de acordo com o teste ANOVA (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

A inflamacdo é uma resposta a perturbacdo da homeostase corporal, causada por
infeccdes, lesbes e traumas. Este processo é caracterizado por sua complexidade e é regulado
por diversos mediadores pré-inflamatorios, tais como, TNF-a, COX-2, iNOS, NF-kB, IL-1p e
IL-6 (SELL, 2001). A réapida liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos ativados
desempenham um papel crucial no desencadeamento da resposta imune local (PAVLOV, et
al., 2003). No entanto, a producdo excessiva desses mediadores inflamatorios pode ser mais
prejudicial do que o evento que desencadeou a resposta imune, podendo estar associada a
doencas autoimunes, diabetes, sépsis, iniciar coagulacdo difusa, provocando lesdes de tecidos
e podendo levar a hipotensdo e morte (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 utilizada como uma efetiva estratégia terapéutica para
reduzir reagdes inflamatorias (LEE et al, 2011; CLARCK et al., 2013). Pensando nessa
estratégia, varios pesquisadores tém se esforcado para desenvolver mediadores anti-
inflamatdrios, com o minimo de efeito adverso, para controle e/ou prevencdo de doencas
inflamatorias.

Estudos tém revelado varios compostos isolados de plantas como forte potencial para
serem usados como agentes anti-inflamatérios (SUHR et al., 2001; LI e VERMA, 2002;
NAM, 2006; KIM et al., 2013). Os derivados fendlicos de LCC e derivados sintéticos
apresentam varias atividades bioldgicas terapéuticas. Por se tratar de um residuo da inddstria
alimenticia pouco explorado, os derivados do LCC tornam-se um interessante alvo de estudo.

No presente estudo, avaliou-se o efeito imunoprotetor e/ou anti-inflamatorio de
agentes planejados a partir do acido anacardico e cardanol retirados do LCC. A anélise foi
feita através de ensaios de dosagem da expressdo génica, producdo de 6xido nitrico (NO) e
producdo da citocina IL-6, em macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7. As células
foram estimuladas com 1 pg/mL de lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas (LPS)
(MUELLER et al., 2010; HONG et al., 2014; TEOTONIO, 2015) e tratados com os derivados
de LCC selecionados, LDT11 e LDT13. A estimulacdo de macréfagos com LPS simula a
resposta inflamatdria induzindo a alta producdo citocinas. Portanto, um agente que previna a
liberacdo desses mediadores ou regule a expressdo dessas citocinas pode ser indicativo de sua
atividade anti-inflamatéria (JUNG et al., 2009; HONG et al., 2014) e ser alvo para potencial

formulagdo farmacos.
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Para pesquisas clinicas é necessario realizar testes pré-clinicos, evitando despesas
desnecessérias. Assim, a utilizacdo de culturas celulares em ensaios pré-clinicos de compostos
terapéuticos tornou-se pratica comum, podendo ser selecionados para a simulacdo de uma
doenca de interesse ou de anormalidades bioguimicas associadas. Neste sentido, o cultivo de
células in vitro tem se destacado como uma alternativa ao uso de animais para obtencdo de
resultados confiaveis e precisos (TONDER et al., 2015).

O ensaio de viabilidade celular in vitro, foi o ponto de partida deste estudo sendo dtil,
no rastreio de quimicos citotoxicos para a linhagem celular RAW 264.7, bem como na
padronizacdo da melhor dose a ser utilizada. Assim, ensaios colorimétricos de viabilidade
celular, no qual as células sdo coradas diferentemente, permitem a distingdo entre células
vivas e celulas mortas pela deteccdo de membranas plasmaéticas 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 0s
derivados de LCC utilizados nos experimentos apresentam citotoxicidade, foram utilizados
dois métodos colorimétricos diferentes. O ensaio permitiu determinar a melhor concentracdo
capaz de desempenhar atividade bioldgica sem ser tdxica para as células in vitro. O primeiro
teste utilizado foi 0 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 determinagédo da
viabilidade e proliferacdo celular desde seu desenvolvimento por Mosmann, na década de
1980. Este ensaio mede a viabilidade das células através da atividade redutora, com a
conversdo enzimatica por desidrogenases do composto tetrazélio a cristais de formazan. Esta
reacdo ocorre, de maneira mais significativa, na mitocondria de células vivas, embora a
reducdo por agentes e enzimas localizadas em outras organelas tais como o reticulo
endoplasmatico também esteja envolvida (BORENFREUND; BABICH; MARTIN-
ALGUACIL, 1988). O segundo teste colorimétrico realizado neste estudo foi o ensaio de
incorporagdo do vermelho neutro, com o intuito de confirmar os resultados obtidos no teste
WST-8. Este ensaio baseia-se na capacidade de células viaveis incorporarem e ligarem-se ao
corante vermelho neutro. A integridade lisossomal, com a concomitante ligacdo do corante
vermelho neutro, é um indicador sensivel da viabilidade celular (REPETTO; DEL PESO;
ZURITA, 2008). Os dois testes de viabilidade celular realizados ndo mostraram interacao
cruzada entre seus reagentes e as moleculas de LDT utilizadas nos testes. Os resultados de
viabilidade celular, para os dois testes, mostraram valores semelhantes de viabilidade e
citotoxidade nas concentragcOes estudadas (25 pM, 50 uM, 75 puM, 100 pM, 125 uM e 150

KM). As concentracOes de 25 UM e 50 UM mostraram viabilidade celular acima de 80% para
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as duas moléculas derivadas de LCC, LDT11 e LDT13. Enquanto, as concentracdes de
LDT11 e LDT 13 de 75 pM, 100 pM, 125 pM e 150 uM apresentaram uma viabilidade
celular menor que 60%, sendo, entdo, consideradas citotoxicas (figuras 8 e 10).

Nos testes que se seguiram para analise de expressdo génica, foi utilizada a
concentra¢do de 50 UM de LDT11 e LDT13. Foi utilizado, também, o farmaco comercial
acido acetilsalicilico (AAS) por possuir uma estrutura molecular semelhante aos LDT11 e
LDT13 e por ter reacdo anti-inflamatoria conhecida (KELLER et al., 2013). Também foi
utilizado o anti-inflamatorio comercial Dexametasona (DEXA) para comparacdo com as
moléculas testadas, anti-inflamatorio utilizado em vérios estudos da literatura para
comparagdao com novos farmacos (RAMESH; MEISNER; PHILIPP, 2015). Os farmacos
comerciais, AAS e DEXA, foram utilizados nas mesmas concentracdes estabelecidas para o
LDT11 e LDT13, 50 uM, para que fosse possivel estabelecer uma comparacdo de eficiéncia
entre os derivados fenolicos estudados e os farmacos ja comercializados.

O primeiro ensaio realizado foi para avaliar o potencial efeito protetor dos derivados
fenolicos de LCC, LDT11 e LDT13. Para isso, as células foram previamente tratadas com
LDT11 ou LDT13 e, em seguida, foi dado o estimulo inflamatério com LPS. O segundo
ensaio avaliou o efeito anti-inflamatério dos LDT11 e LDT13, ou seja, apos ter a inflamacao
ja estabelecida.

Considerando a cinética de expressao génica nos tempos de 6h, 24h e 48h, para o gene
TNF-a, o grupo controle (células tratadas com LPS) apresentou um aumento na expressao nos
tempos de 6h e 24h, voltando ao nivel basal no tempo de 48h, expressao semelhante a obtida
nas células ndo tratadas. Este resultado sugere que este gene tem acdo rapida e uma
retroalimentacdo negativa. O que corrobora outros estudos na literatura que mostram o
importante papel de TNF-o na expressdo de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10. O
aumento na expressdo de IL-10 induz a reducdo da expressiéo de TNF-a (GANE;
STOCKLEY; SAPEY, 2016). Sendo assim, a reducdo da expresséo de TNF-a foi,
naturalmente, mais expressiva nos tempos de 6h (nos dois ensaios, avaliagdo do efeito
protetor e avaliacdo do efeito anti-inflamatério) e 24h (apenas no primeiro ensaio, avaliagdo
do efeito protetor). O LDT11 mostrou o maior efeito protetor dentre as moléculas analisadas,
enquanto que LDT13 e o farmaco comercial Dexametasona apresentaram uma redugéo na
expressdo de TNF-a estatisticamente similar (figuras 11 e 17).

O gene COX-2 apresentou uma expressao génica elevada nas células estimuladas com
LPS em todos os tempos analisados. No entanto, a redugdo da expressdo de COX-2 s foi

percebida nos tempos de 6h e 24h, para o efeito imunoprotetor (figura 12). Sugerindo que no

59



tempo de 48h as moléculas LDT11, LDT13 e AAS e DEXA podem ter sido consumidas ou
degradadas. Para manter o efeito protetor a inflamag&o seria necessaria uma segunda dosagem
dos farmacos. Ja na avaliacdo do efeito anti-inflamatorio, figura 18, o gene COX-2 sé
apresentou reducdo da expressdo génica no tempo de 48h, sugerindo que as moléculas
precisam deste tempo para conseguir produzir efeito anti-inflamatério. Para este gene LDT11
foi o melhor agente protetor a inflamagao e anti-inflamatorio. Sendo o ASS a molécula que
apresentou os resultados menos eficientes. Por ser um AINE, ou seja, anti-inflamatorio cujo
mecanismo de acdo é blogquear as enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), poderia se
esperar que o AAS diminuisse de forma bastante expressiva a expressdo de COX-2. No
entanto, os resultados encontrados corroboram com os dados da literatura que descrevem o
mecanismo de acdo de AAS como um agente que bloqueia o sitio de ligagdo das COX nos
acidos araquidénicos. Isto significa que a expressao dessas enzimas nao sofre alteracdo e sim
sua atuacdo na oxidacdo do acido araquiddnico, que fica bloqueada (BATLOUNI, 2010;
MONTEIRO; DUARTE; CHAHADE, 2008; SABDOVAL et al., 2017).

O perfil de expressdo de NF-«xB foi semelhante ao perfil de expressdao de TNF-a. As
células tratadas com LPS apresentaram um aumento na expressdo de NF-xB nos tempos de 6h
e 24h, voltando praticamente ao nivel basal no tempo de 48h. O LDT11 foi a molécula que,
de modo geral, melhor reduziu a expressdo do fator de transcricdo nos ensaios de efeito
protetor e efeito anti-inflamatorio (figuras 14 e 20). A diminuicdo de NF-xB no tempo de 48h
estd de acordo com a literatura, uma vez que este gene é regulado por TNF-a, citocina com
comprovada retroalimentacdo negativa (GANE; STOCKLEY; SAPEY, 2016; SABIO;
DAVIS, 2014; WU et al., 2017). Além disso, os genes que codificam os inibidores de NF-«B,
IkBp, sdo diretamente regulados por NF-xB. Assim, também NF-xB possui retroalimentacdo
negativa e rapidamente tem sua expressdo normalizada (LAWRENCE, 2009; RULAND,
2011).

No ensaio de avaliacdo do efeito protetor, nos tempos de 6h e 24h para o gene iNOS, 0
LDT11 apresentou uma maior reducdo da expressdo génica quando comparado ao LDT13,
figura 13. No entanto, no ensaio de avaliagdo do efeito anti-inflamatdrio a molécula LDT13
foi mais eficiente, apresentando maior reducdo do gene iNOS quando comparada ao LDT11,
figura 19. No tempo de 48h, para os dois ensaios (protetor e anti-inflamatorio) LDT11 e
LDT13 apresentaram resultados estatisticamente coincidentes. Estes resultados sugerem que o
LDT11 é um agente anti-inflamatdrio que pode ser usado na protecéo da inflamacao e estresse
oxidatido, enquanto que o LDT13 seria melhor empregado para tratamento de uma

inflamacéo ja estabelecida.
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A interleucina-1p apresentou perfil de expressdo génica bastante elevada nas células
estimuladas com LPS. No ensaio de avaliagdo do efeito protetor, no tempo de 6h os derivados
do LCC apresentaram reducdo da expressdao de IL-/f8 em mais de 90%. Mostrando-se
altamente eficaz na supressdo deste gene. Nos tempos de 24h e 48h a expressdo também foi
reduzida, sendo o LDT13 o melhor agente na supresséo de IL-/4 (figuras 15 e 21). No ensaio
de avaliacdo do efeito anti-inflamatdrio, o LDT13 também mostrou melhor efeito, reduzindo
bastante a expressdo de IL-f e tendo o efeito mais duradouro, até o tempo de 48h.

Os resultados encontrados na expressdo génica de IL-6 foram semelhantes aos
encontrados para o gene IL-/p (figuras 16 e 22). A semelhanca nos resultados de IL-6 e IL-15
corroboram com os dados da literatura que mostram estas citocinas como produtos génicos
ativados pelo fator de transcricdo NF-«B (ROTHSCHILD et al., 2018, p. 6). As células
inflamadas com LPS mostraram a maior expressdo génica para IL-6, comparando com 0s
demais marcadores inflamatdrios analisados. Sendo, entdo esta citocina altamente produzida
nos processos inflamatoérios. As quatro moléculas testadas, LDT11, LDT13, AAS e DEXA,
diminuiram significativamente a expressdo de IL-6. Na avaliacdo do efeito protetor, LDT11 e
LDT13 mostraram os melhores resultados na reducdo da expressao génica. Enquanto que na
avaliacdo de efeito anti-inflamatdrio a LDT13 apresentou os melhores resultados, reduzindo a
expressao de IL-6 mais eficientemente. Os elevados niveis de IL-6 observados nos tempos de
48h, na avaliacdo dos efeitos protetor e anti-inflamatério, contrapdem-se com os resultados de
expressao de NF-xB. No entanto, esta diferenca de expressdo pode ser compreendida pela
diferenca na inativacdo dessas vias. A citocina IL-6 € inativada por degradacdo de seu mRNA.
Esta degradacdo é ativada pelo complexo de quinases de inibidores de NF-xB (IKK).
Enquanto que o NF-xB ¢ inativado por desligamento direto do DNA, quando sequestrado pela
proteina inibidora IxB. Sendo assim, a inativacdo do gene de IL-6 é tardia quando comparada
com a desativagao do fator de transcricdo (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

A expressdo das citocinas IL-1p e IL-6, assim como, COX-2, iNOs e varios outros
mediadores inflamatorios, € regulada pelo fator de transcricdo NF-xB (JOUNG et al., 2012;
LIBERMANN; BALTIMORE, 1990; MARKS-KONCZALIK; CHU; MOSS, 1998). Quando
esse fator de transcricdo ndo esta ativado, encontra-se 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, ubiquitinacdo e degradacdo de
IkBa, induzindo a transloca¢do do NF-kB para o nucleo e assim, resultando na transcri¢do de

uma variedade de genes inflamatérios (MAKAROV, 2001). Consequentemente, substancias

61



que inibam a ativacdo de NF-kB, sdo consideradas como potenciais agentes anti-inflamatorios
(JOUNG et al., 2012).

Recentemente, Sung e colaboradores (2008) demonstraram que o acido anacéardico
inibiu a ativacdo do NF-kB induzido e constitutivo bem como da proteina quinase IkBa
(SUNG et al., 2008). Recente revisdo de Hemshekhar e colaboradores (2011) reforcam o
perfil farmacoldgico multialvo para o &cido anacéardico e seu potencial no desenvolvimento de
novos agentes anti-inflamatorios (HEMSHEKHAR et al., 2012).

Os resultados do presente estudo demonstraram a reducdo da expressdo de NF-xB e
também de varios mediadores inflamatérios influenciados por este fator de transcricdo quando
comparado ao grupo controle, células inflamadas com LPS. Assim, pode-se inferir que os
derivados de LCC testados, LDT11 e LDT13, apresentam mecanismos de acdo anti-
inflamatdria e imunoprotetora, sendo potenciais agentes terapéuticos para o tratamento de
doencas inflamatdrias. A inibicdo da expressdo dos genes utilizados nesse estudo (COX-2,
INOS e TNF-a, IL-6 e IL-1B) pelos derivados de LCC provavelmente esta associada a redugao
da transcricdo do NF-kB, ativador transcricional desses genes (LAWRENCE, 2009).

O estimulo com LPS induz a producdo de éxido nitrico (NO), pela enzima oxido
nitrico sintetase induzivel (iNOS). O NO é reconhecido como um mediador de respostas
inflamatorias (TONG et al., 2014). Portanto, um agente capaz de reduzir esta producdo pode
possuir atividade anti-oxidante e/ou anti-inflamatéria (AKTAN, 2004; COLEMAN, 2001;
JUNG et al, 2009; MARKS-KONCZALIK; CHU; MOSS, 1998; ROBINSON;
BAUMGARDNER; OTTO, 2011).

Neste estudo, o Oxido nitrico foi medido para confirmar os resultados obtidos pela
analise dos transcritos por gPCR. Para isso, foram usados os sobrenadantes das mesmas
culturas de RAW 264.7 utilizadas nos testes de quantificacdo da expressao génica, de acordo
com seus tratamentos, descritos nas tabelas 1 e 2.

A primeira andlise feita pelo teste do Oxido nitrico foi para verificar o efeito
imunoprotetor dos derivados fendlicos. Os resultados observados mostraram o potencial
efeito imunoprotetor dos derivados de LCC por apresentar uma redugdo na producao de 6xido
nitrico quando comparados com o grupo controle (células inflamadas com LPS).

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio, as células foram estimuladas com LPS e, em
sequida, tratadas com os derivados de LCC, LDT11 e LDT13. Os resultados obtidos
mostraram que para todos os tempos houve uma reducdo na producdo de NO, apresentando,

portanto, potencial efeito anti-inflamatdrio, figuras 23 e 24.
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A interleucina-6 (IL-6), citocina liberada por mondcitos, desempenhaum papel crucial
na resposta imune. Sua producdo pode ser induzida em algumas células T, células B, células
endoteliais, fibroblastos, entre outras, em resposta a uma variedade de estimulos, LPS, NF-
kB, TNF-o, IL-1. Assim, a expressdo do gene da IL-6 é altamente regulada por varias
substancias que desencadeiam a inflamacdo. (LIBERMANN; BALTIMORE, 1990;
VARELLA; FORTE, 2001; VOLP et al., 2008). Nos ensaios de avaliacdo da expressédo
génica, 0 gene da IL-6 foi 0 que apresentou expressdo mais elevada, nas celulas inflamadas.
Assim, mostrou-se um importante produto génico, resultante do estimulo inflamatorio, a ser
dosado para confirmar os resultados de quantificacdo da expresséo génica, figuras 25 e 26.

O efeito imunoprotetor e anti-inflamatério puderam ser observados pelos resultados
obtidos, mostrando uma reducédo da expressdo desta citocina em todos os tempos analisados.

O LDT11 foi a molécula em que os melhores resultados puderam ser observados.
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7 CONCLUSAO

Os testes de citotoxidade realizado neste estudo mostraram que LDT11 e LDT13 néo
sdo citotoxicos até uma concentracdo de 75uM. A partir desta concentracdo as células
RAW264.7  apresentaram viabilidade menos que 60%, sendo entdo consideradas
concentrages citotoxicas.

Os efeitos imunoprotetor e anti-inflamatorio dos derivados fenélicos LDT11 e LDT13,
foram confirmados através da analise da expressdao dos genes TNF-a, COX-2, INOS, NF-«B,
IL-75 e IL-6 nos tempo de 6, 24 e 48 horas. Foi evidenciado que os derivados do LCC sdo
efetivos na reducdo do processo inflamatorio. Além disso, os derivados fen6licos mostraram
resultados mais eficientes quando comparados com a droga comercial, Dexametasona, para
alguns dos marcadores inflamatdrios analizados como COX-2, iNOS, NF-«B, IL-6.

Além de uma reducdo significativa na expressdo de genes inflamatérios, o LDT11 e 0
LDT13 também apresentaram acdo anti-inflamatdria mais répida que os farmacos comerciais,
mostrando uma resposta ja evidente nos testes realizados em seis horas apos o tratamento das
ceélulas com os derivados fendlicos.

A reducdo do processo inflamatdrio teve seus dados consistentemente confirmados
pela avaliacdo da reducdo de Oxido nitrico e da citocina IL-6. A dosagem destes mediadores
inflamatdrios foi reduzida quando as células foram tratadas com LDT11 e LDT13. Este
resultado sugere que ndo ha outras vias metabdlicas contornando a protecdo conferida pelos

derivados fenoélicos do LCC. Ou seja, a protecdo a inflamacéo é efetiva.
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