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RESUMO

O processo inflamatério ¢ uma reacao fisioldgica dos mamiferos contra agentes
infecciosos ou lesdes. Dentre as células envolvidas, os macréfagos tém papel de
destaque nesse processo. Dependendo do contexto inflamatorio, podem se polarizar em
perfis pr6 ou anti-inflamatorios (M1 e M2). Nesse contexto, compostos derivados do
acido cinamico tém demonstrado evidéncias de atividade anti-inflamatoria; no entanto,
0 mecanismo responsavel por esse efeito permanece obscuro. Neste estudo,
investigamos a atividade anti-inflamatéria de cinco dienos derivados de cinamatos de
origem sintética. Os compostos que ndo demonstraram citotoxicidade significativa,
foram testados para se triar a possivel atividade anti-inflamatéria o (NOx) em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS. Em seguida, o composto selecionado (dieno 1) foi
avaliado quanto a sua capacidade em inibir a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, TNF, INF-y, MCP-1 e IL-6) e aumentar a produ¢do de citocinas anti-
inflamatorias (IL-13, IL-4 e IL-10). Por fim, apds demonstrar efeitos anti-inflamatérios
significativos, o dieno 1, foi capaz de reduzir a expressio de TLR4 e aumentar a
atividade fagocitica dos macrofagos. Com estes resultados, concluimos que o dieno 1
apresentou um importante efeito anti-inflamatorio, e esse efeito estd ligado a sua
caracteristica imunomoduladora, j& que o composto foi capaz de reduzir marcadores
caracteristicos de macrofagos M1 e ao mesmo tempo aumentar marcadores
caracteristicos de macréfagos M2.

Palavras-chave: Inflamag¢do. Imunomodulador. Cinamatos (dienos). LPS.
RAW264.7. in vitro. Citocinas



ABSTRACT

The inflammatory process is a mammalian physiological reaction against
infectious agents or injuries. Among the cells involved, the macrophages have a
highlighted role during this process. Depending on the inflammatory context, they can
polarize into pro- or anti-inflammatory profiles (M1 and M2). In this context,
compounds derived from cinnamic acid have demonstrated strong evidence of anti-
inflammatory activity; however, the mechanism responsible for this effect remains
unclear. In this study, we investigated the anti-inflammatory activity of five cinnamate-
derived dienes of synthetic origin. The compounds that did not demonstrate significant
cytotoxicity were tested to assess anti-inflammatory activity (NOx) in RAW 264.7 cells
stimulated with LPS. Then, the selected compound (diene 1) was evaluated as to its
ability to inhibit the secretion of pro-inflammatory cytokines (IL-1p, TNF, INF-y, MCP-
1, and IL-6) and increase the production of anti-inflammatory cytokines (IL-13, IL-4,
and IL-10). Finally, diene 1 was able to reduce the expression of TLR4 and increase the
phagocytic activity of the macrophages. Gathering these results together, we conclude
that diene 1 showed an important anti-inflammatory effect, and this effect is linked to its
immunomodulatory characteristic. Since the M1 markers were reduced at the same
time, M2 markers were increased by the treatment of the macrophages with diene 1.

Keywords: Inflammation. Immunomodulatory. Cinnamates. LPS. RAW264.7.
in vitro. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatorio ¢ um mecanismo de defesa natural do organismo para
remover estimulos prejudiciais, como agentes patogé€nicos, irritantes e células
danificadas, com o intuito de manter a homeostase do organismo. O processo
inflamatorio € um complexo mecanismo que apresenta uma série de respostas e eventos
celulares e vasculares com secrecdoes humorais especificas, envolvendo dilatagao de
arteriolas e vénulas. Além disso, ocorre aumento da permeabilidade dos vasos e fluxo
sanguineo, ocorre infiltragdo de leucécitos nos tecidos, extravasamento de plasma para
o tecido, formagdo de radicais livres, necrose e apoptose, remog¢do por células
fagociticas, gera¢do de novos mediadores humorais para o crescimento celular e
regeneragdo de novo tecido conjuntivo e funcional. De uma maneira geral, a inflamagao
pode ser classificada em aguda ou cronica. (ABDULKHALEQ et al, 2018,
AGHASAFARI et al., 2018; SCHMID-SCHONBEIN et al., 2006).

Neste contexto, o sistema imunoldgico inato detecta a presenca de substincias
que possam desencadear uma injaria tecidual e os mecanismos de defesa reconhecem
especificamente o causador da infec¢do. A imunidade inata representa a primeira linha
de defesa do organismo, reconhecendo estes estimulos prejudiciais imediatamente ou
poucas horas ap6s o inicio do estimulo. O sistema imunologico inato ¢ a defesa primaria
do organismo e, além disso, a ativagdo de sua cascata de reagdes resulta na ativagdo do
sistema imunolégico adaptativo. (SCHMID-SCHONBEIN et al., 2006; BRUBAKER et
al., 2015, NOWARSKI et al., 2013, WARRINGTON et al., 2011).

Em contraste com o sistema imunologico inato, o sistema imunologico
adaptativo ¢ altamente especifico e capaz de criar “memoria” e montar respostas
efetivas em relagdo a ameagas ja encontradas. A especificidade do sistema imunologico
ocorre devido a capacidade dos linfocitos T e B, em reorganizar seus genomas e criar
receptores especificos para antigenos Unicos. Estas células apresentam a capacidade de
detec¢do de um pequeno subconjunto de agentes patogé€nicos, que sdo responsivos a

células T e B e se diferenciam em uma populagdo de longa vida que pode responder
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rapidamente a reexposi¢do ao patdgeno inicial, desta forma as células criam um
processo de “memoria” (SCHONHOFF et al., 2020).

Durante o processo inflamatorio, células endoteliais e células envolvidas com o
processo inflamatério, como macréfagos e neutréfilos, liberam o Oxido Nitrico (NO).
No sistema imunolédgico, quando os macréfagos sao estimulados e ativados, uma grande
quantidade de NO ¢ liberada, que pode matar microrganismos, parasitas e células
tumorais; além disso, pode induzir reagdes inflamatorias e proteger o organismo de
fatores adversos externos (YIN et al., 2019).

O NO ¢ um membro das entidades radicais labeis conhecido como espécies
reativas de oxigénio (EROs). O NO ¢ formado a partir da metaboliza¢do do aminoacido
L-arginina e citrulina, em uma reacdo catalisada pela familia de enzimas 6xido nitrico
sintase (NOS). Sao conhecidas trés isoformas da enzima NOS, duas delas sdo
produzidas de forma constitutiva: a neuronal (nNOS, NOSI1) e a endotelial (eNOS,
NOS3) e uma terceira isoforma ¢ sintetizada durante o processo inflamatério, sendo a
isoforma induzida (iNOS, NOS2) (LO FARO, et al, 2014). O NO esta envolvido com a
vasodilatagdo, aumentando a permeabilidade vascular, possui agdo anti-proliferativa,
anti-plaquetaria e efeitos antioxidantes. Entretanto os altos niveis produzidos por
macrofagos ativados e outras células envolvidas no processo inflamatério, podem ser
toxicos também para células saudaveis, pois o NO tende a reagir com O2" ou O»
podendo formar nitrito (NO2") ou nitrato (NO3"), além de espécies reativas de nitrogénio
(ERNs), como peroxinitrito (ONOO") (GUZIK et al., 2003; FORSTERMANN et al.,
2011)

1.2 RECEPTORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Para reconhecer o agente lesivo, o sistema imunoldgico inato apresenta na
superficie de suas células, receptores de reconhecimento padrdo (PRRs). Esses PRRs
medeiam uma resposta adequada para neutralizar e eliminar esses invasores. Eles
reconhecem assinaturas moleculares especificas de microrganismos conhecidos como
Padroes Moleculares Associadas aos Patogenos (PAMPs) e/ou reconhecem moléculas
derivadas de células danificadas, referidos como Padroes Moleculares Associados a

Danos (DAMPs). Os PRRs consistem em quatro familias de receptores: os receptores
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semelhantes a RIG (RLRs), os receptores semelhantes a NOD (NLRs), os receptores de
lecitina tipo C e os receptores do tipo Toll (TLRs). (TARTEY et al, 2017,
MCKERNAN et al., 2020).

Os receptores RLRs estao localizados no citoplasma da célula e reconhece RNA
exogeno e acido nucleico viral. Os RLRs contém trés dominios, a gene-1 indutivel por
acido retinodico (RIG-1), proteina 5 associada a diferenciacdo de melanoma (MDAS) e
gene de laboratorio de genética e fisiologia 2 (LGP2), que tem a fun¢ao de ativar vias de
sinalizagdo, levando a transcri¢ao do Interferon tipo 1, culminando na transcricdo de
fatores nucleares tal como IRF-3 e Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) importantes na
regulacdo génica de mediadores pro-inflamatorios. O NLR outro tipo de RRP,
reconhece moléculas de flagelina presente em patogenos, além disso, o NLR esta
envolvido na estimulacdo das fung¢des imunoldgicas levando a uma resposta
inflamatoria intensa. Foram identificados receptores de NLR em mondcitos,
macrofagos, células T e B. Os receptores de lectina tipo C, reconhecem estruturas
complexas de carboidratos presentes nas paredes das células bacterianas, fingicas e
superficies virais. Os receptores TLRs reconhecem PAMPs e ativam uma cascata de
sinaliza¢do, levando a expressao do (NF-kB) e consequentemente a sinteses de citocinas
pro-inflamatorias dependentes de INF-1. (ZHU et al., 2018).

Os TLR foram a primeira familia de proteinas com caracteristicas definidas por
Janeway et al. 1989. Os primeiros estudos dos mecanismos usados por insetos para
reconhecer e combater infec¢des foram fundamentais para a descoberta das fungdes
imunologicas dos TLRs, estes receptores transmembranares regulam a reposta imune
inata e adaptativa, cujas principais funcdes sdo ligar-se especificamente ao ligante e
transmitir sinais intracelularmente. Foram identificados em humanos dez diferentes
TLRs, os quais apresentam importante papel na regulacdo fisiopatoldgicas das células.
Apesar destes receptores serem de suma importancia para a defesa do organismo, a
desregulagdo desta cascata de sinalizagdo pode culminar no desenvolvimento de
diversas condicdes inflamatdrias como sepse, cancer, asma, dor neuropatica e doengas
auto-imunes como lupus, esclerodermia e artrite reumatoide (WANG et al., 2020).

O TLR-4 ¢ o receptor do tipo Toll mais estudado no processo inflamatério. E
encontrado na membrana plasmatica de neutrofilos, macréfagos, células dendriticas e

endoteliais, seletivamente reconhecem e respondem ao principal componente quimico
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da membrana externa das bactérias Gram-negativas, o lipopolissacarideo (LPS). Uma
porcao minima do LPS ¢ necessaria para desencadear a atividade imunologica. O TLR4
reconhece o LPS junto com o fator de diferenciacdo mieldide 2 (MD2) na superficie
celular. Desta forma, o TLR4 sofre uma oligomerizacao e recruta seus adaptadores por
meio de intervengdes com os dominios de receptor Toll-Interleucina-1 (TIR). Esta
interacdo entre o TLR e seus ligantes, por meio do dominio TIR, ativam varias cascatas
através de mediadores como por exemplo, a proteina de diferenciagdo mieloide primaria
88 (MyDS88), dominio TIR contendo proteina adaptadora (TIRAP), receptor TIR
induzido por Interferon-Beta (TRIF), molécula adaptadora relacionada ao TRIF
(TRAM) e muitas tirosinas cinases. Como resultado da ativagdo destas cascatas de
sinalizacdo, fatores de transcricdo como NF-kB induz a geragcdo de citocinas pro-
inflamatorias como Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interferon-gama (IFN-y),
Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6) que serdo produzidas e liberadas para o sitio
da inflamacdo a fim de eliminar o causador do desequilibrio da homeostase (Figura 1)

(ROMERIO et al., 2020; LIU et al., 2020; CHOUSTERMAN et al., 2017).

Figura 1. Esquema de sinalizacdo intracelular do TLR4
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Esquema de sinalizacao intracelular do receptor TLR4.0 LPS se liga ao TLR4 ¢ seu co-
receptor MD2. Desta maneira ocorre uma sinalizagdo intracelular em que a proteina MyDS88 ¢
ativada e uma cascata de sinalizagdo em proteinas cinases ocorre, culminando na translocagao
para o ntcleo do fator NF- kB culminando na transcricdo de reguladores pro-inflamatorios.
Além disso, o LPS ao ligar-se ao TLR4 ativa a proteina adaptadora TRIF e transduz o sinal
através de TRAF3, TBK1 e IKKe, que fosforila o fator regulador de interferon 3 (IRF3). Este
fator ¢ translocado para o nucleo da célula e promove a transcri¢cdo de fatores pro-inflamatorios.
Fonte: Elaborado pela autora. Adaptado de WU, LI 2020.

1.3 CITOCINAS

As citocinas sdo uma ampla categoria de pequenas proteinas que sdo produzidas
e langadas com objetivo final de sinalizagdo celular. Estas proteinas podem apresentar
atividades autocrinas (atua sobre a mesma célula), pardcrinas (atua em células
proximas) e enddcrinas (atua em células distantes) e, além disso, podem desempenhar
uma fun¢do imunomoduladora. Apos se ligarem aos receptores especificos em varios
tipos de células, as citocinas podem induzir a ativagdo, proliferagdo ou migragdo das
células alvo (CHOUSTERMAN et al., 2017).

As citocinas desempenham um papel fundamental na coordenagdo de células
efetoras antimicrobianas e no fornecimento de sinais regulatorios que direcionam,
amplificam e resolvem a resposta imune. As citocinas tém meias-vidas curtas, o que
normalmente as impedem de ter efeitos fora dos locais de inflamagdo. Embora seja
considerado tipicamente patoldgico, a producdo sustentada de citocinas que a levam a
niveis circulantes elevados pode ser necessario para controlar apropriadamente algumas
infec¢des disseminadas. Em niveis elevados, as citocinas podem ter efeitos sistémicos e
causar danos aos sistemas e orgaos (FAJGENBAUM et al., 2020). A taxonomia das
citocinas ¢ altamente complexa e ¢ baseada no momento da descoberta e na associagao
por estrutura, alvo ou funcdo. As citocinas podes ser dividas em véarias categorias:
interleucinas, quimiocinas, interferons, fator de necrose tumoral e fatores de

crescimento (CHOUSTERMAN et al., 2017).

1.3.1 INTERLEUCINAS (IL)

As interleucinas sdo o grupo mais importante de citocinas liberadas durante o

processo inflamatorio. As interleucinas abrangem uma grande variedade de proteinas
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secretadas por leucdcitos e células endoteliais e que contribuem para a sinalizagdo
celular e promove a ativagdo, proliferacio, morte e/ou motilidade do sistema
imunologico. Elas podem ser divididas entre interleucinas pré e anti-inflamatorias. As
interleucinas pro-inflamatorias sdo supostamente responsaveis pela ativagdo celular,
dano ao tecido e necrose, enquanto as interleucinas anti-inflamatdrias visam reverter o
processo inflamatorio (CHOUSTERMAN et al., 2017).

A Interleucina-1 B (IL-1PB) ¢ uma citocina que pertence as citocinas da familia
IL-1. As Interleucinas da familia IL-1 (IL-1F) abrange onze proteinas, com estrutura,
modo de secre¢ao ¢ modo de ligacdo ao receptor semelhante. A IL-1p ¢ uma citocina
inflamatoria sintetizada principalmente por monocitos e os macrofagos. A atividade
inflamatéria e imune estimulante da citocina IL-1P sdo exercidas por seu produto de
clivagem C-terminal, a IL-1B madura gerada apds protedlise dependente de caspase-1 e
liberada extracelularmente por mecanismos de secre¢do nao convencionais. As formas
menos ativas da IL-1p podem ser geradas extracelularmente por outras proteases
durante uma reacao inflamatéria, na qual as células de produgdao de IL-1B sofrem
necrose € liberam pro- IL-1p (MIGLIORINI ef al., 2020).

Outra interleucina muito envolvida com o processo inflamatorio, ¢ a IL-6, uma
citocina pleiotropica produzida principalmente por mondcitos, macrofagos e células
epiteliais. Além disso, a IL-6 pode ser induzida por fibroblastos, mastocitos, células T e
B. A IL-6 regula fungdes fisiologicas de multiplos tipos de células imunes e ndo-imunes
e representa uma interfase entre os sistemas imunologico, endocrino e neural. Além da
diferenciagdo de células mieloides e ativag¢do das células Natural Killers (NK), a IL-6
afeta as respostas imunes adaptativas quando estimula a diferenciagdo de células T e B e
promove a producdo de imunoglobulinas (STRIZ et al., 2014).

A expressao rigidamente regulada de IL-6 ¢ um importante fator na defesa do
organismo contra uma infinidade de estimulos infecciosos. Entretanto a sinteses
desregulada de IL-6 estd relacionado com o desequilibrio do sistema imunologico e
pode desencadear doengas autoimunes como artrite reumatoide ou doencas neuro-
degenerativas como Alzheimer (JORDAN et al., 2017).

As citocinas pro-inflamatdrias tem a funcdo de iniciar a defesa do organismo
contra a invasao de agentes lesivos. No entanto essa resposta inflamatdria exacerbada

pode desenvolver disturbios prejudiciais ao organismo. A Interleucina-10 (IL-10) ¢ uma
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citocina imunomoduladora, pois tem papel fundamental na limitagdo da resposta imune
do hospedeiro durante a infec¢do, inflamacdo, autoimunidade, transplante e
tumorigénese. Além disso, durante a fase da resolugdao da infec¢ao a IL-10 auxilia na
eliminacgdo de células apoptoticas por macréfagos. Para inibir patologias inflamatorias,
a IL-10 funciona em diferentes estdgios de uma resposta imune e possivelmente em
diferentes localizacdes anatomicas. IL-10 € expressa por muitas células do sistema
imune adaptativo, incluindo as células T Helper-1,2 ¢ 17 (Thl, Th2 e Th17) polarizadas,
células TReg, células T CD8+ e células B. E expressa também por células do sistema
imunoldgico inato, incluindo as células Dendriticas, macroéfagos, mastocitos, células
NK, eosinofilos e neutrofilos (IYER et al., 2012; SARAIVA et al., 2010).

As Interleucinas 4 e 13 (IL-4 e IL-13) s3o citocinas anti-inflamatorias
importantes na diferenciagdo e proliferagdo celular, cancer e promovendo inflamagao
alérgica e anti-helmintica. Estas citocinas induzem respostas de defesa do hospedeiro
contra infec¢des e auxiliam no reparo tecidual em macrofagos, possuem a capacidade de
inibir a produg¢do de citocinas inflamatorias IFN-y, IL-12 e inibir o mediador
inflamatorio NO. Além dos efeitos no processo inflamatorio, a IL-4 e IL-13 estdo
envolvidas na gravidez, desenvolvimento fetal, durante a lactagdo, as citocinas estdo
envolvidas em funcdes cerebrais relacionadas ao aprendizado e memoria. As citocinas
desencadeiam a diferenciacdo de células Th2 e polarizagdo de macrofagos M2,
expressdao de Moléculas Classicas de Histocompatibilidade classe II (MHC II),
diferencia¢do de células B e células plasmaticas e troca de isotipo de anticorpo, entre
outros. (MCCORMICK et al., 2015).

Ainda ndo ¢ muito bem elucidado como as citocinas [L-4 e IL-13 coordenam as
funcdes nos macréfagos e no reparo tecidual ao local danificado. A eliminagdo das
células apoptdticas também ¢ associado a resolucdo da inflamagdo. Entdo, existe uma
forte hipotese em que IL-4 e IL-13 detectam essas células apoptoéticas e induz o reparo

tecidual (BOSURGI et al., 2017).

1.3.2 FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF)

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) ¢ uma citocina pleiotropica e inflamatoria

que contribui para a regulagdo da resposta imune e morte celular, mas que também pode
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desencadear doencas inflamatorias. Os macrofagos sdo as principais células que
sintetizam TNF, mas ele pode ser sintetizado também por linfocitos T e B, neutrofilos e
fibroblastos. Os PPRs desencadeiam a producao do TNF que ¢ sintetizado como uma
proteina transmembrana. O TNF afeta quase todas as células do organismo, incluindo o
macrofago que o sintetizou. O TNF promove a atividade inflamatéria dos macrofagos,
mas também estimula a prolifera¢do e diferenciacao celular e a ativagdo de programas
de apoptose e necrose celular. Desencadeia respostas celulares como a indugdo da
expressdao de genes inflamatérios como NF- kB e a proteina cinase ativada por
mitogenos (MAPK), estes fatores nucleares irdo sintetizar outras proteinas pro-
inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adesdo e fatores de crescimento. Além do seu
local de efeito, o TNF estd diretamente ligado a inducdo de caquexia, estd associado a
doencas cronicas e pode afetar a termorregulagdo, metabolismo lipidico, fluxo
sanguineo, coagulacdo e resisténcia a insulina. A desregulagdo na sinalizagdo do TNF
leva a uma producao anormal de receptores da citocina, esta desregulacdo esta associada
com o desenvolvimento de doencas inflamatérias, como artrite reumatoide, doenca
inflamatéria intestinal, entre outras. (PINCI ef al, 2020; WAJANT et al., 2019;
STRIZ et al., 2014).

1.3.3 INTERFERON-GAMA (IFN-y)

O Interferon gama (IFN-y) ¢ uma citocina com potentes efeitos
imunoestimuladores, que estd envolvida na morte celular e na resposta inflamatoria. Os
IFNs s3o produzidos por quase todos os tipos de células, mas em especial sdo
produzidos por macrofagos e células epiteliais, em resposta a sinalizagdo aos PPRs.
Essas citocinas promovem a ativagdo de células Dendriticas, ativam células T
contribuindo para a diferenciagdo Thl, ativam as fun¢des efetoras de células CD8+ em
células T citotéxicas, regulam o recrutamento de células imunes pela inducdo de
quimiocinas e estimula a produ¢do de NO e radicais de oxigénio. Além disso, o IFN-y ¢
um potente ativador das funcdes efetoras em células fagociticas, aumentando sua
atividade enzimatica lisossomal e oxidativa. O IFN-y também desempenha um
importante papel na indugdo de respostas adaptativas promovendo o processamento de

apresentacdo de antigenos em células dendriticas, parcialmente por uma regulacdo
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positiva das moléculas MHC. O IFN-y melhora as doengas autoimunes ao suprimir as
respostas inflamatorias. Além disso, atenua a diferenciagdo das células Thl7 e os
osteoclastos, apresentando efeito protetor na artrite induzida por colageno. O IFN-y

aumenta a expressao de mediadores apoptoticos (LEE et al., 2017; STRIZ et al., 2014).

1.3.4 PROTEINA QUIMIOTATICA DE MONOCITO -1 (MCP-1)

As quimiocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que regulam o
recrutamento de células inflamatdrias para o local da lesdo. As quimiocinas sao
secretadas em resposta a citocinas pro-inflamatérias e recrutam de maneira seletiva
monocitos, neutrofilos e linfocitos. Uma vez induzida, a migracdo direcionada de
células que expressam os receptores apropriados de quimiocinas, ocorrem ao longo de
um gradiente de ligante quimico, conhecido como gradiente de quimiocina
(DESHMANE et al., 2009).

A Proteina Quimiotatica de Mondcito-1 (MCP-1) também chamado de
quimiocinas ligante-2 (CCL2) ¢ um membro da familia das quimiocinas C-C e um
potente fator quimiotatico de mondcitos. E produzida por uma variedade de células,
tanto constitutivamente quanto ap6s inducdo por estresse oxidativo, citocinas, ou fatores
de crescimento. Pode ser produzida por células endoteliais, epiteliais, fibroblastos,
monocitos. A MCP-1 regula a migracdo e infiltragdo de monocitos, linfocitos T de
memoria e células NK, regula a expressao inflamatoéria de células T em células T-helper
17 durante a inflamacdo. Por se tratar de uma quimiocina envolvida no processo
inflamatorio, a MCP-1 estd sendo amplamente estudada como um potente intervensor
no tratamento de diversas doengas como artrite reumatoide, esclerose multipla,
aterosclerose e diabetes insulina-dependente (DESHMANE et al., 2009; ZHU et al.,
2021).

1.4 MACROFAGOS E A ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

Os monocitos sdo leucdcitos originalmente sintetizados na medula dssea e em
seguida, entram na circulacao sanguinea. Durante o processo inflamatério, os mondcitos

deixam a circulagdo sanguinea e migram para o tecido, diferenciando-se em macrofagos
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com o intuito de reparar o tecido danificado. Este processo de migracdo celular ¢é
iniciado principalmente por PAMPs que sdo liberados dos patdégenos ou DAMPs que
sao liberados de células danificadas ou mortas, em resposta a infec¢ao e danos. Além
disso, a ativagdo de células T de memoria tecido-residente pode recrutar macrofagos via
secrecdo de vdrias citocinas e quimiocinas, como por exemplo, a quimiocinas MCP-1
(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).

No processo inflamatorio, os macrofagos tém papel importante durante o inicio
da inflamacao e no processo de resolugdo da inflamagao. Os macréfagos tém multiplas
funcdes: sdo células fagociticas que eliminam diversas substdncias como patégenos,
células infectadas, debris e células mortas; sdo células apresentadoras de antigenos
exibindo antigenos processados para MHC; sdo células que sintetizam varias citocinas,
como IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-4, IL-13, IL-10. Além disso, os macréfagos estdo
envolvidos na progressdo de doencas inflamatéria como diabetes, aterosclerose, artrite
reumatoide (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018; FUNES et al., 2018).

Os macrdfagos sdo células heterogéneas e podem ser polarizadas de acordo com
o microambiente em que estdo inseridas. Esta plasticidade permite a resposta apropriada
a patdégenos ou a moléculas de sinalizagdo que s@o comumente liberadas por linfocitos
ativados ou por tecidos danificados. Esta heterogeneidade fenotipica dos macrofagos €
comumente referida como polarizagdo. Esta polarizacdo pode ser dividida em
macrofagos M1 (pro-inflamatorio) e macrofagos M2 (pro-resolutorio). Em tecidos
infectados, os macrofagos sdo polarizados primeiramente em macroéfagos M1 para
eliminar o patdgeno. Posteriormente os macrofagos sdo polarizados em macrofagos M2
para reparar o tecido danificado (WANG et al., 2019; SHAPOURI-MOGHADDAM et
al., 2018). Os macréfagos M1, sdo também conhecidos como macrdéfagos ativados
classicamente, sdo induzidos por células Thl e citocinas como IFN-y, TNF-a ou por
ligantes de TLR como LPS. Os macrofagos M1 sdo caracterizados pela alta
apresentacao de antigenos e pela alta expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, como
TNF-a, IL-6, IL-1B e ciclooxigenase-2 (COX-2) e pela baixa expressao de /IL-10.
Funcionalmente, os macroéfagos M1 participam da remocdo de patdgenos durante a
infecc¢do, por meio da ativagdo do Fosfato de Dinucle6tido de Nicotinamida e Adenina
(NADPH) e na subsequente geracdo de EROs. Portanto, o macréfago M1 tem atividade

antimicrobiana e antitumoral robusta e medeia danos teciduais induzidos por EROs que
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prejudicam a  regeneracdo  tecidual e a  cicatrizagdo de  feridas.
(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018; WANG et al., 2019) (Figura 2).

Os macrofagos M2 podem ser chamados de macrofagos ativados
alternativamente e podem ser divididos nas subcategorias: M2a, M2b, M2c ¢ M2d. Os
macrofagos M2a sdo induzidos por meio dos estimulos das citocinas IL-4, IL-13 ¢ o
Fator Regulador de Interferon-4 (IRF-4). Os macréfagos M2b sdo induzidos por
complexos de imunoglobulinas em combinagdo com agonistas de TLR, e os macrdéfagos
M2c sao induzidos pela IL-10, Fator Transformador de Crescimento B (TGF- ) ou por
glicocorticoides. O fenotipo M2d, que ¢ descrito apenas em camundongos, pode ser
induzido por adenosina em macrofagos M1 via ativagdo do receptor de adenosina 2A. O
macrofago M2d ¢ caracterizado pelo aumento da produc¢do de IL-10 e pelo Fator
Vascular Endotelial de Crescimento (VEGF) e baixa expressdo de TNF-a e IL-12. Os
macrofagos M2 apresentam alta capacidade de proliferacdo, eferocitose e remodelagdo
tecidual promovendo uma melhor cicatrizacao de lesdes devido aos metabolismo da
arginase, que desencadeia a producdo de poliaminas e prolinas que atuam nesse
contexto. O esquema de polarizacdo de macrofagos pode ser visualizado na figura 2

(WANG et al., 2019; HESSE et al., 2001) (Figura 2).



31

Figura 2 Esquema demonstrando a polarizagdo dos macrofagos
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Esquema de polarizagdo dos macréfagos para macrofago préo (M1) e anti-inflamatorios
(M2). Macrofagos M1 podem ser ativados através da ligacdo de LPS ou IFN-y. Os macrofagos
sdo caracterizados pela alta expressdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-1p.
Os macréfagos M2 podem ser ativados pelas citocinas IL-4 ou IL-10. Os macrofagos M2
podem ser subdivididos em macroéfagos M2a, M2b, M2c e M2d. Fonte: elaborado pela autora,
adaptado de WANG et al., 2019.

A fagocitose é um processo de defesa e remodelacao dos tecidos. Os macrofagos
sdo células fagociticas especializadas em engolfar células mortas e debris com a
finalidade de manter a homeostase do tecido. Os macrofagos M2 geralmente exibem
alta atividade fagocitica. Células apoptoticas podem regularizar o fendtipo do
macrofago e, assim, aumentar a fungdo anti-inflamatéria dos macrofagos M2 através da
fagocitose. Por exemplo, células tronco mesenquimais apoptoticas derivadas de tecido
adiposo (AD-MSCs) reduz a produ¢do de TNF-a e NO e aumenta a producao de IL-10
para promover a polariza¢do dos macréfagos M2 (YUNNA et al., 2020).

A eferocitose € um processo de depuracao de células apoptoticas responsavel por

manter a homeostase do tecido. As células apoptoticas podem sofrer necrose secundaria
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e desencadear respostas imunes, desta forma, estas células devem ser removidas
rapidamente de forma ndo inflamatéria. A eferocitose suprime a inflamacdo,
estimulando a produgdo de citocinas anti-inflamatorias, ao mesmo tempo em que
reprime as citocinas pro-inflamatorias e promove a resolucao da inflamacao. Além de
prevenir a necrose secunddria, a eferocitose tem trés resultados gerais: término das
respostas inflamatérias, promogao da autotolerancia e ativagdo de vias de pro-resolucao.
Quando a eferocitose ¢ prejudicada, essas fungdes ficam comprometidas, levando ao
aumento da inflamagdo, resolugdo prejudicada e desenvolvimento de doenca
(DORAN et al., 2020).

Os macrofagos possuem uma ampla gama de receptores de membrana que
reconhecem derivados do hospedeiro e ligantes estranhos. A ativacdo desses receptores
pode resultar na polarizacdio dos macréfagos. Estas células podem ligar-se a
polissacarideos e/ou glicoproteinas através de TLR4, receptor 3 do complemento (CR3),
receptor eliminador (SR), receptor de manose e Dectina-1. A ativagdo de receptores de
macrofagos pode iniciar uma série de cascatas de sinalizacdo intracelular levando a
ativagdo transicional e produgdo de citocinas relacionadas a inflamacao (YIN et al.,

2019; NIELSEN et al., 2020).

1.5 CINAMATOS

A terapia anti-inflamatoria atual surge da necessidade de controlar os sinais
cardeais da inflamag¢do (dor, calor, rubor, edema e perda da fun¢do). A maioria dos
farmacos anti-inflamatérios estudados bloqueia ou antagonizam as principais vias do
mediador pro-inflamatério que sdo desencadeadas no inicio de uma resposta
inflamatéria aguda. Entretanto, recentemente foi reconhecido que as estratégias
baseadas em pro-resolugdo tém potencial para o tratamento de varias condigdes
inflamatorias. A resolucdo da inflamacdo ¢ um processo que envolve mediadores
bioquimicos e vias de sinalizacdo que controlam o fim da resposta inflamatoria,
culminando na diminuicdo do recrutamento de leucdcitos, consequentemente sao
gerados mediadores pro-resolutérios e as cascatas de sinalizagdo que sintetizam
citocinas pro-inflamatdrias sdo inibidas, além disso, sdo recrutadas células apoptoticas,

em seguida ocorre a depuracdo de fagdcitos de células apoptoticas e por fim, as células
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tornam seus fenotipos em células pro-resolutdrias. Entdo, as estratégias baseadas em
pro-resolucdo buscam aumentar ou promover os fatores essenciais para remover o
estimulo iniciante, bem como atenuar a sinalizacdo pro-inflamatoria, seguida da
depuracao de leucdcitos, visando assim acelerar a resolugao do processo inflamatério
(SERHAN et al., 2007; ALESSANDRI et al., 2013).

Atualmente existe um amplo espectro de farmacos anti-inflamatorios, que agem
na fisiopatologia da inflamacdo, com o intuito de minimizar a injuria tecidual e
promover conforto ao paciente. Os farmacos anti-inflamatérios podem ser divididos de
acordo com a sua estrutura, incluindo moléculas com atividade bioldgica e pequenas
moléculas. As maiores classes de drogas anti-inflamatorias sdo glicocorticoides e drogas
anti-inflamatorias ndo-Esteroidais (AINEs). Os glicocorticoides agem inibindo fungdes
especificas dos leucdcitos, causando diminui¢do da liberacdo de fatores vasoativos e
quimiotaticos; secrecao de enzimas lipoliticas e proteoliticas; migracdo de leucocitos e
fibrose e regulagdo dos genes de citocinas pro-inflamatdrias; inibem a expressdo de
genes da colagenase, elastase, ativador de plasminogénio, 6xido nitrico sintase e
ciclooxigenase tipo II. Enquanto os AINEs atuam inibindo a oxidacdo do éacido
araquidonico e consequentemente ocorre a inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX),
por meio desta enzima ocorre a sintese de prostaglandinas e tromboxanos, importantes
mediadores inflamatorio. (NUNES et al., 2020; TLIBA et al., 2008; BARNES, 2010).

Atualmente, a busca por novos farmacos anti-inflamatdrios continua em
destaque na industria farmacéutica, com o intuito de diminuir os efeitos adversos
causados por esta classe, como por exemplo, toxicidades gastritestinais, riscos
cardiovasculares, lesdes renais e hepatotoxicidade sdao observados com o uso
prolongado destes medicamentos. Portanto, a busca pelo desenvolvimento de novos
farmacos com baixa toxicidade e boa eficacia Produtos naturais sdo uma grande fonte
de compostos bioativos, a maioria dos medicamentos usados hoje ¢ obtida de produtos
naturais com modificagdes quimicas. Neste contexto, o grupo de compostos de
cinamatos, que ocorre naturalmente em plantas estd associado com o tratamento de
doengas inflamatorias, dispneia, desordens circulatdrias e gastrites (CHAO et al., 2008;
ABDULKHALEQ et al., 2018; HOLEK et al., 2019). O termo “cindmico” deriva da
espécie da canela, género Cinnamomum que pertence a familia das Lauraceae. O género

Cinnamomum abrange cerca de 250 espécies de plantas distribuidas em areas tropicais e
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subtropicais. Muitas espécies apresentam alto valor econdmico. Entre as espécies mais
conhecidas estdo Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia cuja casca, folhas e
Oleos essenciais sdo amplamente usados como especiarias ¢ condimentos em comida.
Além disso, a canela tem sido utilizada como estimulante, antissépticos, para desordens
gastrintestinais e apresentam propriedades inseticidas. (GUZMAN et al., 2014; RAO et
al., 2020). Os compostos cinamicos e seus derivados como o acido cindmico sdo
considerados um atrativo para a industria farmacéutica, pois sdo compostos com
potencial atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Além disso, existem evidéncias de
possivel atividade antitumoral e cardiovascular (PONTIKI et al., 2018).

O cinamaldeido ¢ o dleo essencial em maior concentracdo em espécies da
canela e apresenta atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias. Os acidos
cindmicos ocorrem também em graos de café, cha, cacau, frutas citricas, vegetais e
cereais. Os acidos cinamicos frequentemente aparecem como conjugados de éster com
acido quimico, conhecido como acidos clorogénicos, mas também podem formar ésteres
com outros acidos, agtcares ou lipidios, ou pode formar amidas com aminas aromaticas
alifaticas. O composto quimico 4acido cindmico pode ser visualizado na figura 3

(GUZMAN et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3 Cinnamomun cassia e o composto natural mais abundante

[
Extracdo

|
— S
| j
S

Composto natural
de acido cindmico

Cinnamomum cassia

Esquema da planta Cinnamomun cassia e 4cido cindmico, o composto mais abundante
da planta. Fonte: elaborada pela autora.

Na quimica biologica, o acido cindmico € um precursor de flavonoides e um
componente de lignina na estrutura da planta. Devido a sua ocorréncia nas plantas e sua

baixa toxicidade, o 4cido cindmico e seus derivados foram avaliados como compostos
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ativos farmacologicamente. Eles mostram uma variedade notavel de atividades e sdo
frequentemente usados promissor para o desenvolvimento de novos compostos eficazes
(SOVA, 2012).

A presenga de um grupo de acido acrilico substituido no anel fenil da para a
molécula uma configuracdo cis ou trans. A configuracdo trans ¢ a mais comum de
ocorrer. Diversos estudos tém relatado que compostos de acido cinamicos apresentam
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumoral, neuroprotetoras, possuem
propriedades anti-inflamatorias e antidiabéticas. Também ¢ usado como ingrediente de
perfume, produtos de higiene, aromatizantes, cosméticos e detergentes. O acido
cinamico termina as reacdes em cadeia de radicais doando elétrons que reagem com
radicais formando produtos estaveis. Pode ser preparado por desaminagdo enzimatica de
fenilalanina. Além dos derivados do acido cinamico que ocorrem naturalmente nas

plantas, a presenca de um anel benzeno ¢ o grupo de acido acrilico torna possivel

modifica-lo resultando em éacido cinamico sintético (RUWIZHI et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

° Investigar o perfil anti-inflamatdrio de dienos inéditos (derivados

de cinamatos), em experimentos in vitro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a citotoxicidade dos compostos em macrofagos RAW
264.7,

° Investigar a agdo dos compostos ndo citotoxicos sobre a produgao
de Oxido Nitrico (NOx);

° Avaliar e quantificar a produgdo de citocinas pro-inflamatorias

IL-1B, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-6, nas células tratadas com o (s) composto (s)
selecionado (s);

° Avaliar e quantificar a producdo de citocinas anti-inflamatorias
IL-13, IL-4 e IL-10, nas células tratadas com o (s) composto (s) selecionado (s);

° Avaliar a capacidade fagocitica de células RAW 264.7
estimulados com LPS e tratadas com o (s) composto (s) selecionado (s);

° Avaliar a expressao proteica do TLR-4 (CD284) e do receptor de
manose (CD206) nos macrofagos estimulados por LPS tratadas com o (s)

composto (s) selecionado (s);
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3 MATERIAIS E METODOS

Os compostos Dienos derivados de cinamatos utilizados neste trabalho, sdo
compostos inéditos, foram sintetizados e fornecidos em parceria com o Professor Dr.
Marcus César Mandolesi Sa e a sua aluna de doutorado Lidiane Meier, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

Os Dienos (Figura 4) foram prontamente sintetizados a partir de sais de aldeidos
de fosfonio alélico por meio da reagao de Witting sob condi¢des alcalinas moderadas,
conforme relatado anteriormente por Sa e colaboradores (Sa e Meier 2013; Oliveira et
al. 2019). Eles foram purificados por cristalizagdo simples com 2-propanol ou
alternativamente, por cromatografia em coluna sobre gel de silica para dar produtos
unicos como solidos cristalinos estaveis com ponto de fusdo homogéneo. Os sais foram
dissolvidos em uma solugdo de Dimetilsulfoxido 1% (DMSO) para uma concentragdo
de 1 mg/mL como uma solucdo de estoque. Estas solugdes foram aliquotadas e
armazenadas em freezer -20 °C até o momento dos experimentos, quando foram

dissolvidas em meio de cultura para os experimentos in vitro.

Figura 4 Estrutura quimica basica dos Dienos

Dienos 1-5

Estrutura quimica basica de todos dieno utilizados, com a representacao dos locais de

modificagdo estrutural. Fonte: Sa e Meier 2013.

Para o desenvolvimento desta dissertagdo, foram entregues (05) cinco

compostos, com caracteristicas e estrutura quimica (Tabela 1).



Tabela 1 Dienos com estrutura, dados quimicos e quantidade sintetizada
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Composto Estrutura Dados
(1E,3E) -2-

metoxicarbonil-1-(3,4-

( C19H15N06

metilenodioxifenil) -4-
(2-nitrofenil)1,3-

(o]
Cona
e} =

PM:353,33 g/mol

butadieno NO, Solubilidade: CHxCl» e
(DIENO 1) O DMSO
(1E, 3E) -2-

metoxicarbonil-1-(4-
nitrofenil) -4-(3-
nitrofenil) -1,3-

Cis:H1aN2Og
PM:354,32 g/mol

g O:N
butadieno O Solubilidade: CH,Cl; e
(DIENO 2) NO, bMS0
(1E, 3E) -2-

metoxicarbonil-1-(3,4-
metilenodioxifenil) -4-
(3-nitrofenil) -1,3-
butadieno (DIENO 3)

C19H15sNOs
PM:353,33 g/mol

Solubilidade: CH,Cl; e
DMSO

(1E, 3E) -2-
metoxicarbonil-4-(4-
nitrofenil) -1-fenil-1,3-
butadieno (DIENO 4)

CisHisNO4
PM:309,32 g/mol

Solubilidade: CH,Cl; e
DMSO

(1E, 3E) -1-(2-
clorofenil) -2-
metoxicarbonil-4-(2-
nitrofenil) -1,3-
butadieno

(DIENO 5)

C18H14C1NO4
PM:343,76 g/mol

Solubilidade: CH,Cl; e
DMSO

PM: Peso Molecular; DMSO: Dimeltisufoxido.
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Fonte: O autor.

3.1 CULTURA CELULAR

As células utilizadas para os experimentos foram células da linhagem de origem
de macrofagos de murinos RAW 264.7, mantidas em soro fetal bovino e 10 % de
DMSO a -80 °C, at¢ o momento de sua utilizacdo. As células foram reconstituidas em
meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro fetal bovino 10
% e 1 % de penicilina/estreptomicina, as células foram mantidas em garrafas de 75 cm?
de area a 37 °C em atmosfera umidificada em estufa de CO». A cada 2 dias, o processo
de passagem era aplicado nas células ¢ o meio de cultura trocado. Antes dos
experimentos, o ensaio de exclusao com azul de Tripan foi conduzido para verificar a
viabilidade celular. Os experimentos foram conduzidos entre a quinta e a décima quinta

passagem desta linhagem.

3.2VIABILIDADE CELULAR

Com o intuito de selecionar os compostos que apresentam maior seguranca em
relacdo a sua toxicidade, foi feito o teste de viabilidade celular. Os compostos que
apresentaram concentragdo citotoxica (CCio) abaixo de 50 puM foram descartados.
Inicialmente as células RAW 264.7 foram plaqueadas e cultivadas em meio DMEM
enriquecido com soro fetal bovino 10% e 1 % de penicilina/estreptomicina. Apods
apresentarem confluéncia adequada de mais de 80 %, as cé€lulas foram transferidas para
placas de 96 pogos em que cada pogo continha uma concentragio de 5 x 10* células. As
células foram incubadas com e sem os cinco compostos de Dienos inéditos, nas
seguintes concentragdes: 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 e 300 uM. A viabilidade das células na
presenca dos compostos foi avaliada utilizando o ensaio de (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio]) MTT colorimétrico. Apds 16 horas de
incubacdo, o sobrenadante das células foi descartado, e a solucdo de MTT foi
adicionada em cada pogo, em seguida, a placa foi incubada por mais 3 horas a 37 °C.

Ap0s esta incubacgdo, o sobrenadante foi novamente descartado, e foi adicionado DSMO
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para dissolver o corante de formazan. O resultado obtido foi revelado por leitor de

ELISA no comprimento de onda de 450 nm.

3.3INDUCAO DA INFLAMACAO CELULAR

Para induzir os macréfagos RAW 264.7 a uma condi¢do inflamatoéria, as células
foram inicialmente cultivadas em garrafas de 75 cm? até atingirem a confluéncia
adequada, em seguida foram transferidas para placas de 96 pogos a concentragdo de 5 x
10* células/pogo. Apds isso, as células foram divididas em 4 grupos (n=4): grupo
controle branco (B) células ndo inflamadas que receberam apenas DMSO; grupo de
tratamento experimental, células tratadas com os Dienos inéditos que tiveram
concentragdes definidas e ndo citotoxicas (CCio); grupo controle negativo (LPS),
células tratadas apenas com LPS; grupo controle positivo (DEX), células tratadas com
Dexametasona (10 uM). Inicialmente, o grupo tratamento, que receberia os compostos
de cinamatos e o grupo positivo, que receberia Dexametasona (10 uM) foram incubados
com LPS. Apo6s uma hora de incubagdo, as células foram tratadas com LPS 1 pg/mL.
Em seguida, a placa foi incubada por 24 horas. O sobrenadante foi coletado para

investigacdo da produg¢do de nitrito/nitrato (NOX) e citocinas.

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DOS METABOLITOS DO
OXIDO NITRICO (NOx)

A produgdo de Oxido Nitrico foi determinada indiretamente pela formacdo de
seus metabolitos nitrito (NOy") e nitrato (NO7). Para tal, foi utilizado a reacao de Griess
(GREEN et al, 1982). Em resumo, as células foram pré-tratadas com diferentes
concentracdes dos Dienos inéditos durante 1 hora e estimulada com LPS durante 24
horas. Apds o tempo de incubagdo, o sobrenadante foi coletado e foi adicionado 100 pL
do reagente de Griess (sulfanilamida 1%, acido fosférico 5% e N-(1-naftil)
etilenodiamina 0,1%), seguido de 15 minutos de incubacdo. Nesta reacdo o cloreto de
vanadio converte 0 NO3 em NO; e com a adigdo do reagente de Griess se produz
coloragdo rdsea, que foi quantificada por meio da leitura das densidades Opticas em

leitor de ELISA no comprimento de onda de 540 nm. Curvas-padrdo com concentragdes
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previamente conhecidas de NO;™ (0 - 150 uM) também tiveram suas densidades Oticas
determinada, permitindo a quantificagdo dos valores de nitrito/nitrato no sobrenadante

das células. A produgao de nitrito foi determinada e os resultados expressos em puM.

3.5 DETERMINACAO DAS CITOCINAS PRO- E ANTI-INFLAMATORIAS

Para a anélise das concentragdes das citocinas IL-13, IL-4 e IL-13, inicialmente,
foram coletados o sobrenadante das células tratadas com o composto de Dieno que
apresentou a melhor atividade anti-inflamatoria na determinagdo da concentracdo de
NOx, em seguida as células foram incubadas com LPS por 24 horas como descrito
anteriormente. Para estas andlises foi utilizado o método de ELISA, cujos Kkits
comerciais disponiveis utilizavam anticorpos monoclonais especificos para cada
citocina. As concentracdes das citocinas foram mensuradas utilizando-se a técnica tipo
sanduiche, realizados de acordo com as instru¢des de cada fabricante (IL-1p, sigma; IL-
4 e IL-13, Peprotech, USA). Curvas-padrdo com concentragdes conhecidas de cada
citocina IL-1p (0,8 — 1000 pg/mL), IL-4 (0-1000 pg/mL) e IL-13 (0-1000 pg/mL)
também tiveram suas densidades oOticas determinadas, permitindo a quantificagdo dos
valores desconhecidos com o auxilio da equagdo da reta. As leituras de todas as
citocinas e suas respectivas curvas-padrdo foram estimadas por meio da medida
colorimétrica em 450 nm, realizada em leitor de ELISA. Os valores foram expressos em
pg/mL.

Para andlise das concentragdes das citocinas (TNF, IFN-y, MCP-1, IL-10 e IL-
6), foi coletado o sobrenadante das células apds serem tratadas com o Dieno e incubadas
por 24 horas com LPS como descrito anteriormente. Neste protocolo, as concentragdes
de citocinas foram mensuradas utilizando o kit comercial para citometria de fluxo CBA
(CBA — cytometric beads array) Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences Pharmingen,
San Diego CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Curvas-padrdo com
concentragdes conhecidas de cada citocina TNF (0 — 5000 pg/mL), IFN-y (0 — 5000
pg/mL), MCP-1 (0 — 5000 pg/mL) e IL-6 (0 — 5000 pg/mL) também tiveram suas
densidades oOticas determinadas, permitindo desta forma a quantificagdo dos valores
desconhecidos com o auxilio da equagdo da reta. As dosagens foram realizadas em

citometro de fluxo FASCSVerse (BD FACSCSVerseTM, San Jose, CA, USA) ¢ os
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dados foram analisados no software FCAP Array versdo 3.0 fornecido pelo mesmo

fabricante. Os valores foram expressos em pg/mL.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE FAGOCITICA

Para o teste de fagocitose com vermelho neutro (LIU et al., 2017), placas com
96 pogos foram utilizadas em concentragdo de células 1 x 10* células/pogo e incubadas
por 24 horas confluéncia celular adequada. Posteriormente, os macréfagos foram pré-
tratados com a melhor dose escolhida do dieno 1 e apds 30 minutos, todos os grupos
(exceto branco) foram estimulados com LPS (1pug/mL) por um periodo de 24 horas em
estufa (5% CO; e temperatura 37°C), foram adicionados 100 puL/pogo de solugdo
corante de vermelho neutro (0,075%) e a placa incubada por mais uma hora (37°C). As
células foram lavadas com solu¢do PBS. Em seguida, foi adicionado 100uL/pogo de
tampao de lise celular (1% &cido acético glacial: etanol; 1:1) e foram incubadas por
mais 1 hora (temperatura ambiente). A leitura da absorbancia foi realizada em um leitor
de ELISA a 540 nm. Os resultados foram expressos como a alteracdo relativa do
composto em comparacdo com o grupo branco, que representou o nivel basal da

fagocitose.

3.7AVALIACAO NO EFEITO DA EXPRESSAO DE TLR-4 (CD-284) E
RECEPTORES DE MANOSE (CD-206)

Para avaliar a expressdo do receptor Toll (TLR-4) e o receptor de manose, foi
utilizada a técnica em citometria de fluxo, (Citdmetro de Fluxo BD FACSVerse™)
utilizando-se anticorpo anti-CD284/MD2 de camundongo conjugado com fluor6foro PE
(Ficoeritrina), para o TLR-4 e anticorpo anti-CD206 de rato conjugado a FITC
(Isotiocianato de Fluresceina) para o receptor de manose (BD Bioscience, Sao José, CA,
EUA). Estas determinagdes foram realizadas com as células apés o tratamento com o
dieno 1 e posterior indu¢do com LPS, e as incubagdes realizadas de acordo com as

instrucdes do fabricante. Os resultados foram quantificados em porcentagens de
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expressdo do receptor por meio do software da Becton Dickinson (FACSuite, BD

Bioscience, Sao Jos¢, CA, EUA).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises dos dados os softwares Excel 2013 e GraphPad Prism 6.0 foram
utilizados. Resultados experimentais foram expressos em média + erro padrao da média.
Utilizou-se ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Tukey. Resultados com

valores de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4 RESULTADOS

4.1 TRIAGEM DOS COMPOSTOS DE DIENOS DERIVADOS DE
CINAMATOS INEDITOS

Inicialmente buscou-se avaliar a citotoxicidade dos compostos em macréfagos
RAW 264.7. Para isso, os macrofagos foram incubados com os cinco compostos de
Dienos em concentragdes crescentes (0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 uM) e foi avaliada a
viabilidade das cé€lulas apos periodo de incubagdo. Os compostos que em uma
concentragdo menor ou igual a 50 uM matassem de alguma forma 10% (CCio) das

células seriam excluidos dos demais experimentos.
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Figura 5 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos Dienos em macréfagos RAW

264.7.
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Células tratadas nas concentragdes 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 pM. Os valores foram expressos
como média = DP em quintuplicata. * P <0,1, *** P <0,001 e **** P <0,0001.

Desta forma, foi possivel verificar que os compostos dienos 4 € 5 mataram 10%
das células nas concentragoes de 32,66 uM e 30,77 uM, respectivamente (Figura S D e
E). Enquanto os compostos dienos 1 (CCio: 69,97 uM), 2 (CCio: 792,31 uM) e 3 (CCio:
129,84 uM) (Figura 5 A, B e C) necessitaram de concentracdes mais elevadas para
matarem 10% ou mais das células. O teste de citotoxicidade celular serve como triagem
inicial de compostos. Por esta razdo, os dienos 4 e 5 foram excluidos dos demais
experimentos.

O experimento seguinte avaliou o potencial anti-inflamatorio dos dienos 1,2 ¢ 3
nas concentragdes de CCjo pré-determinadas. Para isso cada composto foi adicionado
aos macrofagos Raw 264.7 e 30 min apos estimulados com LPS, e foi analisado a
quantidade de metabdlitos de oOxido nitrico (NOy) produzidos pelas células, em

comparag¢do ao grupo controle inflamado (Figura 6).

Figura 6 Efeitos dos dienos sobre os niveis de NO em macrofagos RAW 264.7

estimulados com LPS
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Efeito dos dienos nas concentragdes da CCio em macrofagos RAW 264.7 estimulados
com LPS. B: células sem nenhum tratamento; LPS: células tratadas apenas com LPS (1 pg/ml);
DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 puM); dieno 1: células pré-tratadas na
concentracdo da CCjo pré-determinada (70 uM); dieno 2: células pré-tratadas na concentracao
da CCjp pré-determinada (793 uM); dieno 3: células pré-tratadas na concentracdo da CCjo pré-
determinada (130 uM). Os resultados foram expressos em média £ EPM; * P <0,05, ** P <0,01
vs grupo LPS.
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Desta forma, ¢ possivel verificar que todos os compostos reduziram de maneira
significativa a producdo de NOx pelas células em relacdo ao grupo controle LPS (% de
inibi¢do da producdo de NOx: dieno 1: 63,6 = 2,6 uM; dieno 2: 74 + 9,8 uM; dieno 3:
70,1 £ 10,8 uM) (P<0,05) (Figura 6). O grupo controle dexametasona também
apresentou diferencga estatistica em relacdo ao grupo LPS (P<0,001) (Figura 6).

Como todos os compostos selecionados reduziram a producdao de NOx na
concentragdo da CCjo pré-determinada, o proximo experimento, buscou avaliar o
composto com a melhor atividade anti-inflamatéria e qual seria a melhor/menor
concentracdo de composto necessario. Para isso, foi realizada uma curva dose-resposta
em que as células foram tratadas com as concentragdes de 1, 3, 10 30 e 100 uM dos 3
compostos, ¢ em seguida dosada a quantidade de metabodlitos de NOx produzida e

liberada por macroéfagos RAW 264.7 estimulados com LPS.
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Figura 7 Efeitos dos dienos 1, 2 e 3 sobre os niveis de NO em macrofagos RAW 264.7

estimulados com LPS.
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Efeito dos compostos dienos 1, 2 e 3 uma hora antes do estimulo dos macrofagos RAW
264.7 com LPS (1 pg/mL) sobre a secre¢do dos metabolitos do NOx. B: células sem nenhum
tratamento; LPS: células tratadas apenas com LPS (1 pg/ml); DEX: células pré-tratadas com
dexametasona (10 uM). dieno 1 nas concentragdes 1, 3, 10, 30 e 100 uM (A), dieno 2 nas
concentracdes 1, 3, 10, 30 e 100 uM (B), dieno 3 nas concentragdes 1, 3, 10, 30 ¢ 100 uM (C);
resultados foram expressos em média £ EPM; *** P <0,001 vs grupo LPS.
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Todos os compostos foram capazes de reduzir a produgcdo de NOx de maneira
significativa em todas as concentracdes testadas, em relagdo ao grupo controle LPS (%
de inibi¢do: dieno 1: concentragao 1 uM: 47,5 + 8,1; concentragao 3 uM: 50,5 + 3.6;
concentracdao 10 uM: 70,3 £+ 4,2; concentragdo 30 uM: 84,6 + 4,2; concentracao 100
uM: 90,8 + 1,4) (Figura 7A) (P<0,001), (% de inibig¢do: dieno 2: concentracdo 1 pM:
49,7 + 3,8; contragcdo 3 uM: 39,6 £+ 1,6; concentracao 10 uM: 49,4 + 2,6; concentragao
30 uM: 54,5 + 4,8; concentragdo 100 uM: 67 £ 3,8) (Figura 7B) (P<0,001), (% de
inibicdo: dieno 3: concentracdo 1 uM: 43,7 + 5,6; contragdo 3 puM: 283 + 3;
concentracdo 10 uM: 22,6 + 3,6; concentragao 30 uM: 66,1 £ 3,9; concentragao 100
uM: 76,7 = 1,8) (Figura 7C) (P<0,001).

Visto que os trés compostos dienos apresentaram atividade significativa na
reducdo da producdo dos metabolitos do NOx em todas as concentragdes testadas, foi
necessario avaliar qual dos compostos foi 0 mais efetivo em reduzir a produgao de NOx.
Com este fim, foi determinado a (Clso) concentragdo inibitéria 50%, o que possibilitou
determinamos qual dos compostos era o mais potente neste quesito. Para isso, definimos
que compostos que apresentassem Clso maior que 50 pM seriam descartados dos demais
experimentos, por apresentar baixa poténcia em inibir este mediador inflamatorio

(Tabela 2).

Tabela 2 Efeito inibitorio dos dienos 1, 2 e 3 estimulados com LPS na producao de NO

em células RAW 264.7 (CI50, uM).

Dienos Clso

1 14,72 £ 0,1 uyM

2 >50 M

3 >50 uM
Dexametasona 0,6 1,8 uM

Dexametasona foi usada como controle positivo. O teste foi feito em quadruplicata
(média + EPM). Clso: inibigao de 50% da concentracao de NOx em relagdo grupo LPS.

O tunico compostos capaz de inibir 50% da producdo de NOx em uma
concentracao inferior a 50 uM foi o dieno 1 (Clso: 14,7 = 0,1), enquanto que o dieno 2

inibiu em 50% a produgdo de NOx na concentra¢do de 133,6 uM e o dieno 3 inibiu a
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50% da produgdo de NOx na concentracao de 95,7 uM. Desta forma, os compostos 2 ¢ 3

foram excluidos dos demais experimentos a seguir (Tabela 2).

42 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO DIENO 1 EM RELACAO A
PRODUCAO DE CITOCINAS IL-1B, TNF, INF-y, MCP-1, IL-6

Os proximos experimentos conduzidos buscaram comprovar a atividade anti-
inflamatoéria do dieno 1. Para este fim, avaliou-se o potencial do composto em inibir ou
estimular a producdo de citocinas pré-inflamatorias.

Os macrofagos RAW 264.7 foram estimuladas com LPS e em seguida incubadas
com o dieno 1 para avaliar a produgdo de substancias pré e anti-inflamatorias. Apos
incuba¢do de 24 horas o sobrenadante foi coletado e mensurado a produgdo das
citocinas. Inicialmente, foi avaliada a capacidade do composto em inibir as citocinas
pro-inflamatoérias IL-1B, TNF, INF-y, MCP-1, IL-6.

O dieno 1 foi capaz de inibir a secrecao de IL-1p em todas as doses testadas (3,
10 e 30 uM), comparado com o grupo controle LPS (% de inibi¢do: 3 uM: 85,1 £+ 1,1;
10 uM: 80,8 = 1,9 e 30 uM: 98,7 £ 0,3) (P<0,0001) (Figura 8A). Da mesma forma, o
composto reduziu de maneira significativamente a secre¢do de TNF em todas as doses
testadas em comparacao com o grupo controle LPS (% de inibi¢do: 3 uM: 25,4 +2.4; 10
uM: 38,2 + 0,8 e 30 uM: 38,2 + 2,0) (P<0,0001) (Figura 8B). Em relacdo a citocina
INF-y, o dieno 1 foi capaz de reduzir a secre¢do em todas as doses testadas (% de
inibi¢do: 3 uM: 30,4 + 2.3; 10 uM: 34,4 + 3,0 e 30 uM: 36,4 = 0,3) de maneira
significativa em relacdo ao grupo controle LPS (P<0,01) (Figura 8C). Em relacdo a
produ¢do da quimiocinas MCP-1 o dieno 1 reduziu a produgdo e secrecdo desta
quimiocina de maneira significativa apenas na concentracdo de 30 uM (% de inibi¢ao
30 uM: 36,1 £ 1,0) (P<0,0001) em relagdo ao grupo controle LPS (Figura 8D).
Finalmente, o dieno 1 foi testado para sua atividade inibitéria sobre a secre¢do da
citocina IL-6. O dieno 1 inibiu a secrecdo desta citocina em todas as concentragdes
testadas (3, 10 e 30 uM) em relagdo ao grupo controle LPS (% de inibicao: 3 uM: 42,4
+8,3; 10 uM: 62,8 £ 0,7 € 30 uM: 42,3 + 5,1) (P<0,05) (Figura 8E).
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Como esperado, o grupo controle positivo dexametasona inibiu de forma
significativa a secre¢do das citocinas IL-1p, TNF, INF-y, MCP-1, IL-6 testadas, quando
utilizada na concentrag¢ao de 10 uM (P<0,01) (Figura 8A, B, C, D e E).
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Figura 8 Efeito do dieno 1 sobre a secre¢do das citocinas IL-1B, TNF, INF-y, MCP-1 e IL-6 em células RAW 264.7 estimuladas com LPS.
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Efeito do dieno 1 administrado 1 hora antes do estimulo dos macrofagos RAW 264.7 com LPS (1 pug/mL) sobre a secrecdo das citocinas pro-
inflamatoérias IL-1B (A); TNF (B); IFN- y (C); MCP-1 (D); IL-6 (E). B: células sem nenhum tratamento; LPS: células tratadas apenas com LPS (1 pg/mL);
DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 uM); dieno 1: células pré-tratadas com composto nas concentragdes de 3, 10, 30 uM; resultados foram

expressos em média + EPM; ** P <0,01, *** P <0,001 vs grupo LPS
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43 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO DIENO 1 EM RELACAO A
PRODUCAO DE CITOCINAS IMUNOMODULADORAS IL-13, IL-4 E IL-10

Os resultados demonstram que o composto dieno 1 foi capaz de estimular a
secre¢do de citocinas imunomoduladoras em células RAW 264.7 estimuladas com LPS
como mostra a Figura 9. Na citocina IL-13 essa estimulacdo foi observada na dose de
30 uM quando comparado com o grupo controle LPS (% de estimulacdo: 30 uM: 23,5 +
9,9) (P<0,05) (Figura 9A). Em relagdo a citocina IL-4, dieno 1 estimulou a produgdo
em todas as doses testadas (% de estimulagdo: 3 uM: 131,0 = 10,8; 10 uM: 149,0 + 26,8
and 30 pM: 137,8 = 7,1) (P<0,01) (Figura 9B). Em relacgdo a citocina IL-10, Dieno 1
estimulou a produgdo na concentracdo de 30 uM (% de estimulacdo: 95,5 + 16,0)
(P<0,0001) (Figura 9C).

O controle positivo, dexametasona na concentracao de 10 uM também estimulou
a produgdo das citocinas IL-13 e IL-4 quando comparado com o grupo contole LPS
(P<0,05) (Figuras 9A e B), entretanto, em relacdo a citocina IL-10, ndo houve diferenca

estatistica em relag¢do ao grupo LPS (P>0,05) (Figura 9C).
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Figura 9 Efeito do dieno 1 sobre a secre¢do das citocinas imunomoduladoras IL-13, IL-

4 eIL-10.
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Efeito do composto dieno 1 administrado 1 hora antes do estimulo dos macrofagos
RAW 264.7 com LPS (1 pg/mL) sobre a estimulagdo da producdo das citocinas anti-
inflamatoérias 1L-13 (A), IL-4 (B) e IL-10 (C). B: células sem nenhum tratamento; LPS: células
tratadas apenas com LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 pM);
dieno 1: células pré-tratadas com composto nas concentragdes de 3, 10, 30 uM; resultados
foram expressos em média + EPM; ns: sem diferenca estatistica; * P <0,05, *** P <0,001, vs
grupo LPS.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE FAGOCITICA

Em relagdo a atividade fagocitica os macrofagos RAW 264.7 foram incubadas
com 30 pM do dieno 1 e apds | hora foram estimulados com LPS. Apds 24 horas de
incubagdo foi avaliada a atividade fagocitica (Figura 10). O dieno 1 foi capaz de
aumentar a atividade fagocitica em relagdo ao grupo LPS de maneira significativa (% de
estimulacao 30 puM: 37,0 £ 4,9) (P<0,01). O grupo controle positivo dexametasona
apresentou perfil similar ao dieno 1 (P<0,001) (Figura 10).

Figura 10 Efeito do dieno 1 sobre a atividade fagocitica de macrdéfagos estimulados

com LPS.
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Efeito da atividade fagocitica em RAW 264.7 pré-tratadas com composto dieno 1 e
estimuladas com LPS. B: células sem nenhum tratamento; LPS: células tratadas apenas com
LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 uM); dieno 1: células pré-
tratadas com composto na concentracdo de 30 puM; resultados foram expressos em média +

EPM; * P <0,05 vs grupo LPS.

4.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE RECEPTORES DE MANOSE
(CD206) E TLR4 (CD284) EM CELULAS RAW 264.7 TRATADAS COM DIENO 1
E ESTIMULADAS COM LPS
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Para a avaliacdo da expressao dos receptores de manose e TLR4 as células foram
incubadas com dieno 1 na concentracao de 30 uM, como descrito anteriormente e, apds
24 horas de incubagdo com LPS foi avaliada a expressdo dos receptores

O dieno 1 na concentragao de 30 uM nao modificou de forma significativa a
expressao do receptor de manose, em relagdo ao grupo controle LPS (P>0,05). O grupo
controle dexametasona apresentou diferenca na expressdo do receptor em relacdo ao

grupo LPS (P>0,05).

Figura 11 Efeito do composto dieno 1 sobre a expressdo de receptores de manose

(CD206) em células RAW 264.7 estimuladas com LPS
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Efeito do dieno 1 sobre a expressdo de receptores de manose (CD206) em células RAW
264.7 estimuladas com LPS. B: células sem nenhum tratamento; LPS: células tratadas apenas
com LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 pM); dieno 1: células
pré-tratadas com composto na concentragdo de 30 uM; os resultados foram expressos em média
+ EPM; * P <0,05 vs grupo LPS.

Em relacao a expressao de TLR4, o dieno 1 foi capaz de inibir a expressao deste
receptor de maneira significativa, em relagdo ao grupo controle LPS (% de expressao:
30 uM: 68,7 + 3,4) (P<0,01) (Figura 12). O grupo controle dexametasona também

apresentou 0 mesmo comportamento em relacdo ao grupo controle LPS (P<0,001).
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Figura 12 Efeito do composto dieno 1 sobre a expressdo de TLR4 (CD284) em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS

601

I

&
o
53 40- *
zg E
O -~
g’
w ‘g_ 204 S *kk
X I

2

0' T T
B LPS DEX 30
Dieno 1 (uM)

Efeito do composto dieno 1 sobre a expressio do TLR4 (CD284) em células RAW
264.7 estimuladas com LPS. B: células sem nenhum tratamento; LPS: células tratadas apenas
com LPS (1 pg/mL); DEX: células pré-tratadas com dexametasona (10 uM); dieno 1: células
pré-tratadas com composto na concentragdo de 30 uM; os resultados foram expressos em média

+ EPM; * P <0,05, *** P <0,001 vs grupo LPS.

5 DISCUSSAO

A inflamag¢do € um processo que envolve diferentes fases, células e mediadores
inflamatorios, com o intuito de eliminar patdogenos ou agentes nocivos do organismo
para manter a homeostase. Este complexo processo fisiologico é regulado por diversas
vias de sinalizacdo e ativagdo de células. Entretanto, o descontrole desse processo e a
nao-resolucdo da inflamacdo pode levar ao dano tecidual, dando origem a doencas
inflamatérias e autoimunes, desordens metabdlicas e outras patologias com eventual
perda de funcdo (DAler al, 2018; SUGIMOTO et al., 2016). Neste contexto, os
macrofagos sdo células importantes envolvidas no inicio e na resolu¢do do processo
inflamatério. Estas células sdo as primeiras a detectar injuria tecidual e outros tipos de
condig¢des nocivas, desencadeando resposta imune por meio da produgdo de mediadores
pro-inflamatdrios. Durante o processo inflamatdério, os macrofagos apresentam
basicamente trés funcdes: fagocitose, apresentacdo de antigenos e produgdo de citocinas

(GERMIC et al., 2019). Os macrofagos sao células heterogéneas e seu fendtipo e
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fungdes sao reguladas pelos estimulos recebidos no microambiente em que estdo. Estas
células podem se diferenciar em macrdofagos classicamente ativos ou macréfagos M1,
que sao células com perfil pro-inflamatorio e podem ser polarizadas por LPS ou em
associacdo com células Thl e citocinas como IFN-y. Os macréfagos M1 podem
produzir citocinas pro-inflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23 e TNF. Além disso,
os macrofagos podem se diferenciar em macrofagos ativados alternativamente, ou
macrofagos M2, que sdo células com perfil anti-inflamatério e imuno-reguladoras e
podem ser polarizados por células Th2 e citocinas, como IL-4 e IL-13. Os macrofagos
M2 podem produzir citocinas como IL-10 e TGF-B envolvidos com a resolugdo da
inflamagao (FUNES et al., 2018; SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).

Modular e conduzir a resposta inflamatoria sao grandes desafios atualmente para
a medicina e a indastria farmacéutica. As grandes classes de medicamentos anti-
inflamatorios disponiveis hoje no mercado sdo farmacos que apresentam diversos
efeitos adversos, como sangramentos gastrintestinais. Neste contexto, a busca por
compostos bioativos e compostos andlogos sintéticos tém se tornado um atrativo para o
desenvolvimento de novas drogas com potencial anti-inflamatério, a fim de minimizar
os efeitos adversos (HOLEK et al., 2019). Neste contexto, o objetivo principal deste
trabalho foi avaliar se os compostos de cinamatos inéditos sintetizados pelo laboratério
MESOIlab do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
possuem alguma atividade anti-inflamatéria, a exemplo de outros compostos de
cinamatos que ja apresentam atividade anti-inflamatoria (LIAO et al., 2012; KIM et al.,
2018; KUMAR et al., 2014). Com este objetivo, utilizou-se como triagem um modelo
inflamatério com macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. A linhagem de
macrofagos RAW 264.7 foi isolada em 1978, sendo estabelecida a partir de um tumor
induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson em camundongos da espécie
BALB/c. Esta linhagem tem sido utilizada frequentemente para avaliar a atividade anti-
inflamatéria de compostos tanto naturais como sintéticos, devido a sua boa
reprodutibilidade e aplicacdo neste tipo de modelo (TACIAK et al., 2018).

Em estudos onde o objetivo € verificar a possivel atividade anti-inflamatéria de
algum composto ou extrato, € imperativo a triagem da citotoxicidade nas células onde se
quer verificar o efeito. Desta forma, ¢ possivel verificar se os compostos em estudos
irdo causar dano e/ou morte celular. Inicialmente, avaliou-se a citotoxicidade dos dienos

derivados de cinamatos inéditos. Os cinco compostos foram testados nas concentracdes
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de 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 uM em macrofagos RAW 264.7. Os compostos que
apresentaram capacidade de alterar a viabilidade ou matar 10% ou mais de células em
uma concentragdo igual ou maior que 50 uM (CCjo) foram descartados dos
experimentos. Os dienos 4 e 5 apresentaram CCio de 32,36 uM e 30,77 uM,
respectivamente, sendo considerados compostos citotoxicos, por esta razdo, estes
compostos foram excluidos dos demais experimentos. Os dienos 1, 2 e 3 apresentaram
CCio maior que 50 uM, sendo considerados compostos nao-citotoxicos. Os resultados
encontrados sobre a citotoxicidade dos compostos corroboram com os achados de
Pannee et al. (2014) em que foram avaliadas a citotoxicidade de Oleos essenciais
derivados de cinamaldeidos em células de macréfagos J774 em que os compostos ndo
alteraram a viabilidade das células (PANNEE ez al., 2014). No estudo realizado por
Fakurazi et al. (2015) foi avaliado a citotoxicidade de compostos dienos derivados do
acido cindmico em células RAW 264.7, de acordo com os resultados apresentados os
compostos ndo apresentaram citotoxicidade nas concentragdes testadas (0,3125 — 40
uM) (FAKURAZI et al., 2015). Apdés determinar a citotoxicidade dos compostos
dienos, o experimento seguinte investigou a atividade anti-inflamatéria dos dienos em
relacdo a atividade do NO.

O NO ¢ uma pequena molécula bioativa distribuida em varias espécies,
incluindo mamiferos, invertebrados, em organismos eucarioticos e plantas. Nos
mamiferos o NO se difunde por entre as membranas das células para exercer suas
funcdes. O NO ¢ produzido a partir do metabolismo da L-arginina e a atividade da
enzima NO sintase (NOS). A NO indutivel (iINOS) ¢ uma isoforma da enzima NOS e s6
¢ induzida ou estimulada na presenca de citocinas pro-inflamatorias ou LPS (SONAR et
al., 2019; CINELLI et al., 2019). Na indugdo, a iNOS gera quantidades significativas de
NO, que dura até que a enzima seja degradada, as vezes por horas. A quantidade
consideravel de NO produzida, ajuda na defesa contra patdogenos invasores e, portanto, ¢
critica para a resposta inflamatoria e o sistema imunologico inato. Entretanto a produgao
excessiva de NO ¢ relatada em varias condi¢des inflamatorias. Em muitos estudos a
comprovagdo da atividade anti-inflamatdria inicia-se na avaliagdo da capacidade de
compostos naturais ou sintéticos em inibir a producdo deste mediador inflamatorio
(CINELLI et al., 2019; KIM et al., 2018).

Neste contexto, foi avaliada a producdo dos metabdlitos do NO em células RAW

264.7 tratadas com os compostos de dienos, que ndo apresentaram citotoxicidade nas
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células (dienos 1, 2 e 3) e estimuladas com LPS. Inicialmente foram avaliadas as
concentragdes da CCio e em seguida, foi feita uma curva dose-resposta nas
concentragdes de 1, 3, 10, 30 ¢ 100 uM. Em todos os experimentos, todos os compostos
em todas as concentragdes inibiram a produg¢dao de NO em relagdo ao grupo controle
LPS. Com a curva dose-resposta foi possivel realizar uma regressdo logaritmica e
avaliar o composto que inibiria 50% de NO na concentragdo de 50 pM (Clso), com o
intuito de selecionar o Dieno que seria capaz de inibir a produ¢do de NO na menor
concentragdo. O unico composto que apresentou Clso foi o dieno 1. Desta forma, este
composto foi selecionado para avaliar o perfil anti-inflamatorio. No estudo de Kumar et
al. (2014) em que foram testados compostos de Bornil cinamatos em células RAW
264.7 estimuladas com LPS, foram encontrados resultados similares ao obtido com
Dienos, em que os compostos derivados de Bornil ndo apresentaram toxicidade nas
células e foram capazes de inibir a produ¢do de NO (KUMAR et al. 2014). Além disso,
nos ensaios realizados por Liao e colaboradores (2012) foram avaliados compostos
(Dienos) derivados cinamaldeidos, acidos cindmicos e alcool cinamilico em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS. E foi verificado que os compostos eram capazes de
inibir a producao de NO de forma significativa (LIAO et al., 2012).

Para o processo inflamatorio produzir uma resposta eficiente e precisa, as células
imunologicas devem coordenar sua ativacdo de formas globais, em nivel de tecido,
desta forma, a comunicagao entre as células € crucial para que esta resposta ocorra. Esta
comunicagdo entre as células ¢ feita pelas citocinas. Estas pequenas proteinas ligam-se
fortemente em receptores especificos de cé€lulas-alvo e ativam uma cascata de
sinalizagdo que culminam na expressao de um conjunto de genes necessarios para
realizar uma tarefa especializada (ALTAN-BONNET et al., 2019). As citocinas pro-
inflamatorias IL-1B, TNF, IL-6, IFN-y e a quimiocinas MCP-1 s3o produzidas
principalmente por macréfagos ativados M1. As citocinas sdo responsaveis pela
regulagdo e manutengdo do processo inflamatorio, sendo um dos precursores do inicio
do processo inflamatdrio. Neste contexto, para assegurar uma possivel atividade anti-
inflamatéria, o composto testado deve apresentar a capacidade de reduzir a produgdo
destas citocinas.

De acordo com os resultados mostrados, dieno 1 foi capaz de reduzir a produgao
das citocinas IL-1P, TNF e IL-6 nas concentragdes testadas. De forma semelhante, no

estudo desenvolvido por Pannee e colaboradores (2014) foi investigada a atividade anti-
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inflamatoéria do 6leo essencial de folhas de canela em células J774.1 ativadas por LPS.
O cinamaldeido neste caso (isolado) foi capaz de inibir de maneira significativa a
expressao das citocinas IL-1B, TNF, IL-6 ¢ MCP-1 o que corrobora com os achados do
presente estudo (PANNEE et al., 2014). Outro exemplo foi o estudo de Fakurazie
colaboradores (2015) que avaliaram compostos de &cido cindmico e compostos
(cinamatos) em modelo in vitro com células RAW 264.7 estimulada com LPS. Nos
resultados apresentados, tanto o tratamento com acido cindmico como o tratamento com
derivados cinamicos, inibiram significativamente a producdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1p, TNF e IL-6 (FAKURAZI et al., 2015).

Além das citocinas pro-inflamatorias, foi investigado o efeito do dieno 1 sobre a
producao das citocinas anti-inflamatorias IL-13, IL-4 e IL-10. Estas citocinas estdao
relacionadas com as vias de sinalizacdo para a ativacdo de macréfagos M2. Os
macrofagos M2 apresentam atividade imunomoduladora, pois apds serem ativados,
regulam negativamente a producdo das citocinas pro-inflamatérias e induzem a
producdo de mediadores anti-inflamatérios como as citocinas IL-4 e IL-10. Sao células
altamente endociticas e parcialmente fagociticas e estdo envolvidas em uma variedade
de fungdes, incluindo mecanismos de reparo e homeostase (ATRI et al., 2018). Nossos
resultados demonstraram que o composto dieno 1 aumentou de maneira significativa a
producao das citocinas IL-4 e IL-10. Corroborando os achados, em experimentos
conduzidos por Line colaboradores (2011), onde foi demonstrado que compostos
derivados cinamaldeidos extraidos do oleo essencial de Cinnamomum osmophloeum
testados no modelo de inflamagao alérgica induzida pela ovalbumina em camundongos
BALB/c, também aumentaram de maneira significativa as concentragdes séricas de 1L-4
e IL-10 (LIN et al., 2011).

Levando-se em conta os resultados até¢ entdo mostrados, ¢ muito provavel que o
composto dieno 1 apresenta potencial atividade imunomoduladora. Visto que foi capaz
de diminuir a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, relacionadas com a agdo de
macrdofagos M1 e ao mesmo tempo aumentar a producgdo de citocinas anti-inflamatoérias,
relacionada a a¢do de macrofagos M2. Para comprovar tal comportamento, foi avaliada
a atividade fagocitica uma caracteristica pronunciada em macrofagos M2 (DUQUE et
al., 2014). Observando os resultados obtidos, verificamos que o dieno 1 foi capaz de
aumentar a atividade fagocitica em células RAW 264.7 induzidas por LPS, que ¢ um

ativador classico de macrofagos M1. A fagocitose ¢ uma funcdo importante dos
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macréfagos, e o aumento da fagocitose indica ativagdo dos macrofagos e o primeiro
mecanismo de defesa na resposta imune. O aumento da atividade fagocitica encontrada
na presenga do dieno 1, corrobora com os resultados apresentados por Zhange
colaboradores (2020) em que foi avaliado o perfil imunomodulador de um
polissacarideo com estrutura semelhante aos derivados aqui estudados isolado de
Anemarrhena asphodeloides e também testada em células RAW 264.7. O composto em
questdo também aumentou de maneira significativa a atividade fagocitica dos
macrofagos no teste utilizando a técnica com vermelho neutro (ZHANG et al., 2020).
Os macréfagos ativados alternativamente, ou macrofagos M2 expressam em sua
superficie o receptor de manose CD206 que atua como um receptor de reconhecimento
padrao (PPRs) para varios patdgenos incluindo virus, fungos e bactérias. Além disso,
este receptor estd envolvido com a eliminag¢do de moléculas endogenas, na apresentacao
de antigenos e modulagdo da ativagdo e trafego celular (MARTINEZ-POMARES et al.,
2012; TSUCHIYA et al., 2019). Os macrofagos classicamente ativados, ou macrofagos
M1 expressam em sua superficie principalmente TLR4, o qual interage com LPS. Além
disso, IFN-y aumenta a expressao de TRL4, receptor chave para via de sinalizagdo via
MyD88 e produzir citocinas pro-inflamatorias, em células, enquanto inibe a citocina IL-
10 (A MANTOVANI et al., 2004). Neste contexto, avaliamos a a¢do do dieno 1 sobre a
expressao de receptores tipicos de macrofagos M1 (TLR4 —CD284) e macrofagos
M2 (manose — CD206) em células RAW 264.7. Nossos resultados demonstraram
que o composto testado (dieno 1) reduziu de maneira significativa a expressao do TLR4
na superficie de macrofagos, indicando uma redugdo do fenotipo M1 na cultura celular,
0 que corrobora com os resultados previamente demonstrados sobre a inibicdo das
citocinas pro-inflamatorias, visto que o TLR4 esta relacionado com a cascata de
sinalizagdo que culmina na sintese das citocinas pro-inflamatérias. Em relagdo a
expressao de receptores de manose (M2), ndo foi verificado aumento deste marcador,
pelo menos na concentragdo do composto testada. Neste sentido, Conti e colaboradores
(2013) demonstraram que o tratamento com 4cido cindmico em mondcitos humanos,
outro importante derivado cinamico, reduziu de maneira significativa a expressao de
TLR4 na superficie das células e da mesma forma, aumentou a atividade fagocitica
dessas cé€lulas, o que levou o autor a caracterizar tal atividade como uma forte indicagao

de acdo imunomoduladora do composto (CONTI et al,, 2013).
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Os macrofagos M2 sdo caracterizados pela expressdo de marcadores de
superficie como CD163, receptor de manose CD206, CD 209, FIZZ1 ¢ Yml/2
(MANTOVANI et al., 2013). Sendo assim, o fato de nao haver diferenca significativa
na expressao do receptor de manose CD206 nos resultados encontrados, ndo sugere que
os macrofagos nao estejam sendo polarizados em macrofagos M2. Sugere-se entdo
avaliar a expressao de outro marcador de superficie de macroéfagos, como por exemplo,
o marcador CD163. De acordo com o estudo de Zhuang et al., 2021 em um estudo em
que investigaram os subtipos de macrofagos presentes na cérnea humana e observaram
que células polarizadas com IL-4 expressa receptores CD206 e células polarizadas com
IL-10 expressam receptores CD163 (ZHUANG et al., 2021). Além disso, o dieno 1
estimulou a atividade fagocitica de macrofagos o que ¢ um importante indicio de

atividade pro-resolutiva de macrofagos M2.

6 CONCLUSAO

Com os resultados apresentados € possivel concluir que o composto dieno
derivado cindmico (dieno 1) testado, apresenta atividade anti-inflamatoria e, seu efeito
estd intimamente relacionado com caracteristicas imunomoduladora. O dieno 1
apresentou capacidade em reduzir marcadores inflamatorios relacionados aos
macrofagos M1 e aumentar os niveis de marcadores anti-inflamatorios relacionados aos
macrofagos M2. Além disso, ¢ possivel observar que o dieno 1 apresenta um possivel
perfil de composto pro-resolutivo por aumentar os marcadores relacionados aos
macrofagos M2. Entretanto experimentos complementares s3o necessarios para
comprovar o perfil do composto, como por exemplo, avaliar a expressdo génica de
receptores relacionados aos macrofagos M1 e M2 através de PCR, além disso, avaliar a
atividade da citocina TGF-B, que esta relacionada com a ativacdo de macrofagos M2 e
avaliar a a¢cdo do composto sobre o fator nuclear NF-KB, relacionado com macrofagos
MI e, desta forma determinar o possivel mecanismo de acdo do composto. Além disso,
investigar a acdo do composto em modelos in vivo. Figura 13. Possivel mecanismo de

acao do dieno 1.
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Figura 13 Possivel mecanismo de agdo do dieno 1.
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Efeito do dieno 1 sobre macrofagos RAW 264.7. O composto inibe citocinas pro-inflamatorias e NOx
e reduz a expressdo do receptor de superficie CD-284 relacionado com macrofagos M1. Em
contrapartida, o dieno 1 estimula a sintese de citocinas imunomoduladora e estimula a atividade

fagocitica relacionados a macrofagos M2. Elaborado pela autora.
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