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RESUMO

O processo inflamatério € um mecanismo complexo, composto por diversos tipos
celulares e altamente regulado, servindo como uma linha de defesa priméria na resposta
imunitaria contra diversos estimulos. Essa resposta, normalmente, é benéfica ao
organismo, sendo autorregulada, reestabelecendo a homeostasia em pouco tempo, nesses
casos classificada como inflamagéo aguda. Em certas condiges, entretanto, a resposta
inflamatoria apresenta falhas em sua regulacéo, resultado de condi¢Ges anormais, levando
a perda de funcdo do 6rgdo ou tecido afetado, e ao desenvolvimento de diversas doencas,
sendo classificada como inflamacdo cronica. Doencas inflamatorias cronicas afligem
milhdes de pessoas ao redor do globo que sdo obrigadas a aderir a tratamentos com muitos
efeitos colaterais. Esse contexto torna indispensavel o desenvolvimento de medicamentos
anti-inflamatorios eficazes, econémicos e mais seguros do que os atuais, de forma a
melhorar a qualidade de vida desses pacientes. Diante desse enorme desafio, as plantas
medicinais ganham destaque como possiveis fontes de novas moléculas bioativas. O
Cerrado brasileiro apresenta diversas espécies com imenso potencial, entre elas aquelas
do género Pouteria, que tem sido usado como plantas medicinais dentro da medicina
popular e recentemente tornaram-se alvos de diversos estudos. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatoria de extratos de folha de Pouteria torta e
Pouteria ramiflora em macrofagos da linhagem J774A.1 ativados com 1 pg/mL de LPS.
A viabilidade celular e citotoxidade foram avaliadas utilizando os métodos WST-8 e
vermelho neutro, e a modulacdo de genes pro-inflamatérios empregando a técnica de
quantificacdo relativa através de gPCR. A resposta inflamatoria foi medida por meio da
dosagem do mediador inflamatorio 6xido nitrico (NO) através de espectrofotometria pelo
método de Griess. Os resultados obtidos apds o estudo indicam atividades bioldgicas nas
concentracdes de 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL em todos os extratos testados. Nestas
concentracdes empregadas no tratamento, as células J774A.1 estimuladas com LPS néo
apresentam perda de viabilidade celular, reduziram a producdo de NO e também a
expressdo do numero de transcritos de genes marcadores de inflamacdo NF-«xB, IL-6,
TNF-a, COX-2 e iNOS. Os resultados sugerem que os extratos de Pouteria torta e
Pouteria ramiflora apresentam substancias primarias e secundarias com atividade anti-
inflamatoria demonstrada neste estudo, e por tratar-se de um fitocomplexo ha que se
considerar essa atividade biolégica como de grande potencial terapéutico como anti-
inflamatdrios para estes extratos das plantas estudadas.

Palavras-chaves: Anti-inflamatério, Pouteria spp., Cerrado brasileiro, J774A.1



ABSTRACT

The inflammatory process is the most ancient immunologic component to be developed
in our group evolution. It is considered a complex mechanism, consisting of several
cellular types and highly regulated, serving as a primary line of defense in the immune
response against various stimuli. Normally this kind of response is beneficial for the
organism, self-regulated, which reestablishes homeostasis in a short time and is classified
as an acute inflammation. However, in certain conditions, the inflammatory response
presents deficiencies in its regulation, resulting from abnormal conditions, leading to loss
of function of the affected organ or tissue, and the development of several diseases
classified as chronic inflammation. Chronic inflammation diseases afflict millions of
people around the globe, people who are forced to adhere to treatments with many side
effects. In light of such facts, the pursuit of new, more efficient, economic and less
harmful anti-inflammatory drugs is indispensable to improve the quality of life of these
patients. Faced with such enormous challenge, medicinal plants have a primary role in
this scenario as a possible source of bioactive molecules. The Brazilian Cerrado has
several species with an immense potential, including those of the genre Pouteria, which
have been used in popular medicine and recently have been investigated in some studies.
The goal of this research was to evaluate anti-inflammatory and anti-oxidant activities in
leaf extracts of Pouteria torta and Pouteria ramiflora activated with 1ug/mL of LPS. Cell
viability and cytotoxicity were evaluated using the WST-8 and neutral red methods, the
modulation of pro-inflammatory genes using the technique of relative quantification
through qPCR. The inflammatory response was measured by the dosage of the
inflammatory mediator nitric oxide (NO) through spectrophotometry and the Griess
method. The results obtained after the study indicate biological activities at
concentrations of 0.078, 0.039 and 0.020 mg / mL in all tested extracts. At these
concentrations used in the treatment, LPS-stimulated J774A.1 cells showed no loss of cell
viability, reduced NO production and also expression of the number of transcripts of
marker genes of inflammation NF-xB, IL-6, TNF-a , COX-2 and iNOS. Considering the
studied of these extracts, the results suggest that extracts of Pouteria torta and Pouteria
ramiflora present primary and secondary substances with anti-inflammatory activity
demonstrated, and because it is phytocomplex it is necessary to consider this biological
activity as having great therapeutic potential as anti-inflammatory.

Key Word: Anti-inflammatory, Pouteria spp., Brazilian Cerrado, J774A.1
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1 INTRODUCAO

Uma grande parcela da populacdo global é vitima de doencas cronicas. No Brasil o
Ministério da Salde estima que 72 % das mortes estdo associadas com doengas cronicas ndo
transmissiveis. Muitas vezes essas doencas tém seus sintomas derivados de um processo
inflamatério crénico. Atualmente o tratamento de doencas inflamatorias é realizado
principalmente através de Anti-Inflamatdrios Néo Esteroidais (AINES), medicamentos que
levam a efeitos colaterais caso utilizados de forma constante ou durante um longo periodo
(BRASIL, 2014; NGUTA et al., 2016; SOLEIMANPOUR et al., 2016).

Nesse contexto o desenvolvimento de farmacos com atividade anti-inflamatoria com
efeitos colaterais menos proeminentes é fundamental para garantir qualidade de vida para uma
parcela significativa da populacdo. Plantas medicinais sdo tidas como importantes fontes de
moléculas bioativas, e recentes estudos com plantas do cerrado tem demonstrado potencial
como anti-inflamatérios em determinadas familias. Entre as espécies estudadas o género
Pouteria revela grande potencial, o que justifica novos estudos investigando as propriedades
dessas plantas sob modelos inflamatérios (NEWMAN; CRAGG, 2016; OKSMAN-
CALDENTEY:; INZE, 2004; POLITO et al., 2016; SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009).

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatorio de extratos
de plantas das espécies Pouteria torta e Pouteria ramiflora em modelo celular in vitro
utilizando células da linhagem J774A.1, células de murinos comumente utilizadas em ensaios
inflamatdrios. Tais células serdo estimuladas com lipopolissacarideo obtido de Escherichia coli
e posteriomente tratadas com os extratos de forma a possibilitar a avaliacdo de marcadores
inflamatorios e sua modulacdo ap6s o tratamento (ALLEN et al., 2005; D’AGOSTINO et al.,
2001a; TEOTONIO, 2015; WONG et al., 2016).

O presente estudo € uma pesquisa experimental com o objetivo de promover modulagdo
de diversos mediadores inflamatorios na presenca dos extratos, mais especificamente genes
relacionados com vias metabdlicas pro-inflamatdrias e a producdo de um dos derivados dessa
via, 0 Oxido nitrico. Todos os genes avaliados atuam em vias que sofrem retroalimentagéo
positiva uma vez estabelecidas as condigdes inflamatorias e estdo relacionados a condigdes
inflamatérias crénicas (COLEMAN, 2001; DRAGHICIU et al., 2015; MOCSAI; WALZOG;
LOWELL, 2015).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Inflamacdo

Durante o processo evolutivo o sistema imunologico sofreu inimeras alteracoes, sendo
hoje um sistema complexo composto de diversos fatores, entre ele componentes puramente
fisicos como barreiras epiteliais e outros ainda mais elaborados, como os fatores humorais e
tipos celulares especializados na defesa do organismo contra agentes patogénicos.
Classicamente o sistema imunoldgico é dividido em duas frentes, a resposta inata, que envolve
reacdes inespecificas contra patdgenos, e a resposta adaptativa, que € extremamente especifica
a cada patogeno (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009; NETEA; QUINTIN; VAN DER
MEER, 2011).

A resposta inata é evidenciada como a primeira forma de defesa dentre os organismos
dotados de sistema imunologico, sendo presente até mesmo em organismos invertebrados e
verificado em plantas. Um dos seus principais mecanismos é a chamada inflamacdo, que
também é seu elemento mais antigo (KUMAR V, ABBAS A. K., 2013).

Inflamacdo é uma palavra derivada do latim, inflammare no original, 0 que em uma
traducdo aproximada significa “em chamas”, € um conceito que foi construido ao longo dos
séculos de estudos, assim como todos os demais conceitos cientificos modernos. O primeiro a
relatar o processo inflamatdrio foi o escritor egipcio Aulus Cornelius Celsus, no século 1 do
calendario gregoriano, que descreveu a inflamacdo como um processo ligado a quatro sinais
cardinais: vermelhiddo, edema, dor e rubor. Tal definicdo limita o conceito de inflamacéo a
apenas seus sintomas clinicos, deixando de lado a fisiopatologia (SCOTT, 2004).

Esse conceito foi entdo expandido por Galen cerca de dois séculos ap6s os estudos de
Celsus sob um ponto de vista humoral do processo inflamatério, propondo que a inflamacao
seria uma resposta benéfica a injUria e ndo outra patologia sobreposta. Essa visao persistiu até
0 século XIX quando o médico alem&o Rudolf Virchow prop6s a adi¢do de um quinto sinal
cardinal ao processo inflamatdrio, a perda de funcdo, conectando a inflamacéo a processos
patoldgicos (PERKINS, 2010).

Com base em observagbes experimentais (ingestdo de espinhos de rosas por
amebdcitos, de larvas de estrela do mar e ingestdo de bactérias por globulos brancos de
mamiferos) o bidlogo russo Elie Metchnikoff, em 1882, descreveu o mecanismo fagocitico

presente no processo inflamatdrio, mostrando que células especificas eram recrutadas para a



regido onde ha uma lesdo ou um agente inflamatoério, com a finalidade de englobar o invasor
(HEIFETS, 1982; SCOTT, 2004).

Os estudos de Metchnikoff podem ser considerados o nascimento da imunologia e o
levaram ao Nobel de Medicina ou Fisiologia em 1908 em conjunto com Paul Ehrlich, que por
sua vez estudou as bases humorais da resposta imune. Em conjunto com o mecanismo celular
descrito por Metchnikoff, mecanismos humorais foram descritos por Thomas Lewis, que
descobriu a existéncia de moléculas produzidas no sitio de inflamagdo capazes de mediar
alteracdes vasculares, como a histamina, o que levou a conclusdes essenciais para identificacdo
de mediadores inflamatorios e o uso de medicamentos na medicina clinica (PERKINS, 2010).

A resposta inflamatdria é atualmente conceituada como um mecanismo biologico
complexo e normalmente autorregulado que atua na defesa do organismo frente a diversos
estimulos, sejam de ordem fisica, quimica ou patolégica, e que tem como objetivo restabelecer
a homeostase (CHOI et al., 2014; CHOVATIYA; MEDZHITOV, 2014; YING et al., 2013).

Como evidenciado anteriormente, normalmente a resposta inflamatoria € benéfica ao
hospedeiro, havendo producéo de diversas substancias que inibem o processo inflamatério ap6s
um certo tempo de estimulo, restabelecendo a fungédo do tecido ou 6rgdo afetado. Entretanto,
existem diversas condicdes fisioldgicas onde o processo inflamatorio ndo € inibido ou entdo
recebe estimulos para se estabelecer continuamente, havendo nesses casos cronicidade da
inflamac&o, algo que pode ser extremamente patol6gico ao organismo, levando até mesmo a
atrofia de tecidos e/ou 6rgdos ou mesmo Obito do individuo acometido (HANADA,
YOSHIMURA, 2002; LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002).

2.1.1 Inflamacdo Aguda

A inflamacdo aguda é um processo de alta complexidade, que envolve uma grande
gama de tipos celulares e producdo de diversos mediadores quimicos, entretanto podemos
dividi-la em quatro componentes principais: indutores inflamatdrios, mecanismos de
reconhecimento, mediadores e tecido alvo. Esses elementos normalmente funcionam em
harmonia para possibilita uma resposta que seja imediata ao sinal indutor, autolimitada pela
producdo de mediadores e benéfica a microcirculacdo do tecido alvo. Tudo em funcéo do
reconhecimento dos sinais inflamatdrios, como toxinas ou outros elementos estranhos ao
organismo (OKIN; MEDZHITOV, 2012).



A resposta inflamatoria aguda ¢é altamente benéfica ao organismo, levando a restauracédo
do tecido alvo em um curto intervalo de tempo. Essa resposta normalmente é mediada pela
imunidade inata, mas pode estar associada com a resposta adaptativa em alguns casos. Como
abordado anteriormente, essas duas respostas em conjunto formam o sistema imunitéario do
hospedeiro (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002).

As defesas inatas do organismo podem ser acionados por diversos estimulos, entre ele
estdo inclusos infecgdes microbianas (bacterianas, virais, fingicas, entre outras), que ativam
Receptores de Reconhecedores de Padrdo (PRRs) em células imunes inatas pela presenca de
elementos inflamato6rios conhecidos como Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos
(PAMPS), por exemplo, o lipopolissacarideo, reacdes autoimunes ou de hipersensibilidade a
fatores enddgenos, levando a destruicdo de tecidos do proprio individuo; necrose tecidual
decorrida de diversos fatores, tais como lesbes em tecidos estéreis; hipoxia, normalmente
mediada pelo Fator Indutor de Hipdxia (HIF-1 o), que é produzido por células privadas de
oxigénio que possam ativar genes envolvidos na via inflamatdria; e, por fim, por estimulos
exogenos, normalmente relacionados a corpos estranhos ou suturas cirargicas, que possibilitam
lesBes teciduais traumatica e transporte de micro-organismos (KUMAR V, ABBAS A. K,
2013; VALLIERES; DU SOUICH, 2010).

Como dito anteriormente, a inflamacéo € um conjunto coordenado de diversos eventos
altamente complexos e cuidadosamente regulados para que ocorra de forma benéfica ao
organismo. Tais eventos compreendem mudancas fisioldgicas, celulares e moleculares no
tecido onde o processo inflamatorio se instalara, que é iniciado pela producédo de mediadores
sollveis tais como quimiocinas, citocinas, eicosanoides como prostaglandinas, radicais livres,
aminas vasodilatadoras, etc. Essas substancias sdo produzidas por células que estdo presentes
nos tecidos, entre elas macréfagos, células dentriticas, células endoteliais, entre diversas outras
(BUCKLEY etal., 2015; LAWRENCE; WILLOUGHBY:; GILROY, 2002).

Para ser efetiva, a resposta inflamatdria precisa ser formada rapidamente. Por tal razéo,
a resposta vascular, que sera responsavel pelo recrutamento celular, é estabelecida segundos
apos a formacdo de lesdo tecidual, sendo mediada principalmente pelo tecido endotelial, que é
responsavel por induzir a vasodilatacdo e aumento de permeabilidade dos capilares locais. Esse
aumento de vascularizagéo, ou hiperemia, resulta em um dos sinais cardinais da inflamacdo, o
eritema, que permite a entrada de liquido extracelular no tecido alvo, gerando o edema local,
onde fibroblastos e células epiteliais sdo ativadas (BUCKLEY et al., 2015).

Esse aumento de fluxo sanguineo e permeabilidade vascular local é responsavel pelo

recrutamento de varios tipos celulares, entre eles leucocitos polimorfonucleares, que liberaram
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mediadores tdxicos, levando a perda de funcdo do 6rgdo afetado, outro sinal cardinal do
processo inflamatdrio. Em conjunto com as manifestacdes clinicas citadas anteriormente, essas
respostas fisiologicas levardo as demais caracteristicas cardinais da inflamagao: calor, dor,
rubor e edema (BUCKLEY et al., 2015; LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002;
TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Dentre os leucdcitos polimorfonucleares encontram-se 0s
neutrofilos, células que recrutam mondcitos, que entdo se diferenciardo em macréfagos, células
fundamentais para apresentacdo de antigenos (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY,
2002).

Neutrofilos estdo entre as primeiras células a serem recrutadas para o sitio inflamatorio,
em conjunto com monocitos, e sdo o tipo celular mais abundante em processos inflamatorios
agudos, embora também sejam importantes em processos cronicos. Por seu papel fundamental
em conter e posteriormente dispor do agente causador da inflamacg&o os neutrofilos podem ser
considerados a primeira linha de defesa do organismo (WANG, 2016).

Os eventos de migracdo e ativacdo de neutrofilos para a regido lesionada é um evento
amplamente descrito na literatura, sendo composto de seis etapas que ocorrem em sequéncia:
quimiotaxia (migracdo do neutrofilo para o local desejado provocado pela presenga de
mediadores quimiotaticos produzidos pelas células locais); marginalizacdo (fendmeno
resultante da dilatacdo de vasos na regido afetada, o que leva a diminuicdo do fluxo sanguineo
no local da lesdo e segregacdo dos neutrofilos proximos a parede do vaso pela acdo de
eritrécitos e fibrogénios), rolamento na superficie endotelial (que é mediada por acdo de
diversas moléculas da familia das selectinas e adesdo por meio de integrinas), diapedese
(passagem dos neutrdéfilos entre as células endoteliais das vénulas para entdo ganhar o tecido
intersticial), e, por fim, a fagocitose (ingestdo e posterior destruicdo dos patdgenos apds
opsonizacao desses) (Figura 1) (KUMAR V, ABBAS A. K., 2013; RIBEIRO, D.; FREITAS,
M.; LIMA, J.L.F.C.; FERNANDES, 2015).
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Figura 1 - Mecanismo de migragdo de leucécitos por meio de vasos sanguineos em dire¢do ao local de
inflamacéo. Inicialmente os leucdcitos rolam, sdo ativados e entdo se ligam ao endotélio, penetrando
em dire¢cdo a membrana basal. Eles entdo seguem em dire¢&o as quimiocinas liberadas na fonte da leséo

2.1.2 Inflamacédo Cronica

Embora a resposta imune seja normalmente autorregulada e restrita, sendo dessa forma
benéfica e importante para a recuperacdo da homeostase, existem casos onde a inflamacéao pode
desenvolver cronicidade quando ha falhas no processo de remogdo de antigenos ou na
eliminacdo de células inflamatdrias apoptdticas, podendo até mesmo levar a fibrose tecidual
(Figura 2), gerando perda funcional no érgéo ou tecido afetado (DE PAULA ROGERIO et al.,
2015; KUMAR V, ABBAS A. K., 2013).
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Figura 2 - Mecanismos associados a inflamacdo, incluindo sua resolucéo, perda de funcéo por fibrose
e desenvolvimento de inflamagéo crénica
Fonte: Adaptado de KUMAR V, ABBAS A. K., 2013

Como evidenciado, o processo inflamatério crdnico ocorre posteriormente a uma
resposta aguda que por alguma razdo nédo foi resolvida, seja por falha na autorregulacéo ou
permanéncia da lesdo que a causou inicialmente. Macro6fagos e linfocitos normalmente tem um
papel importante nesses processos, sendo recrutados para o local. Muitas vezes essa resposta
prolongada pode levar a modificagdes no local afetado, podendo ocorrer um processo de
angiogénese (formagéo de novos vasos sanguineos) ou fibrose (substitui¢do do tecido local por
um tecido conjuntivo denso). A resposta que leva a formacdo de um processo inflamatorio
crénico pode vir do sistema adaptativo (producdo de citocinas por linfocitos T, induzindo
inflamacdo), mesmo que normalmente esteja relacionado com o sistema imunitério inato
(LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009; LUNDVIG; IMMENSCHUH; WAGENER, 2012).

Diferente da inflamacdo aguda a resposta crénica ndo possui autolimitacéo,
contribuindo dessa forma para a patogénese de diversas enfermidades, sendo caracterizada pelo
acumulo de células pré-inflamatorias no local da lesdo ou acimulo de antigeno, levando muitas

vezes a perda da funcdo do 6rgédo ou tecido afetado. Diversos exemplos de patologias descritas



na literatura estao relacionados com processos inflamatdrios cronicos, como artrite reumatoide,
asma, aterosclerose, cancer e doenca celiaca, para citar algumas (LAWRENCE;
WILLOUGHBY; GILROY, 2002; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009; MERESSE;
MALAMUT; CERF-BENSUSSAN, 2012; PYEE et al., 2014).

A causa da falha no processo de autorregulacdo pode ser atribuida a diversos fatores,
dentre eles infeccBes por micro-organismos resistentes ou de dificil eliminacdo, como em
doencas como Chagas, ou falhas nos processos de auto reconhecimento do sistema imune,
levando a doencas autoimunes e possivelmente a outros processos ainda ndo tdo bem
elucidados, tal como a miopia. Em casos autoimunes o corpo reage de forma inapropriada a
estimulos que podem ser de origem enddgenas (como no caso de doengas autoimunes como a
diabetes, onde o organismo destréi as células-beta pancreaticas) ou exdgenos (por exemplo
inalacdo de silica por um longo periodo de tempo) (DE MELO et al., 2012; KUMAR V,
ABBAS A. K., 2013; NUNEMAKER, 2016; PERKINS, 2010).

Em conjunto com esses diversos fatores, ainda existe a producdo continua de
mediadores pro-inflamatérios diversos pelas células da lamina prépria do local afetado, além
do continuo recrutamento de celulas, como mondcitos, para o sitio de inflamacéo, fatores
genéticos e influéncia ambiental conduzem a danos no tecido. Caso o tecido lesionado e 0s
macrofagos ativados ndo sejam eliminados pela resposta imune do hospedeiro a resposta
inflamatoria pode ser agravada, ativando a resposta imune adaptativa e tornando o processo
cronico (FICHTNER-FEIGL et al., 2008; HASSOUN; REDDY, 2010; MA et al., 2004).

Devido ao alto recrutamento celular e a producao de citocinas pro-inflamatdrias, existe
uma renovacao celular constante em processos inflamatorios crénicos, havendo aumento na
taxa de proliferacdo celular, o que aumenta a probabilidade de erros durante o processo de
replicacdo, possivelmente levando a mutacdes e até mesmo a surgimento de carcinomas. Os
produtos gerados pelo metabolismo de leucécitos e outros tipos celulares (leucotrienos,
espécies ativas de oxigénio e nitrogénio, entre outros) acabam provocando danos no DNA, que
podem levar as referidas mutacdes (IOANNIDOU; GOULIELMAKI; GARINIS, 2016;
RUDDLE, 2016; WU et al., 2016).

Entre os produtos liberados pelas células inflamatorias encontram-se as
prostaglandinas, produtos da acdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), que intensificam o
processo inflamatorio e podem levar ao desenvolvimento de neoplasias por diversas vias, além
da enzima em questdo estar associada com outras patologias (alergias, aterosclerose, asma,

entre outras). Com esses elementos em mente € evidente que a resolucdo prematura desse



processo inflamatdrio persistente é chave na resolucao de varias patologias, se ndo pelo menos
como uma forma de limitar os sintomas (HEADLAND; NORLING, 2015).

2.2 Mediadores Inflamatérios

A inflamacédo aguda depende da liberacdo de diversos mediadores quimicos que iram
intermediar o recrutamento de células para o local da inflamacdo, sendo os neutréfilos os
primeiros a chegarem no local. Tais mediadores atuam induzindo vasodilatagéo no local e a
quimiotaxia dos neutréfilos que estdo circulando livremente na corrente sanguinea.
(KENNETH L. ROCK, EICKE LATZ, FERNANDO ONTIVEROS, 2010; MOCSAI;
WALZOG; LOWELL, 2015).

A resolucdo da inflamacdo aguda é o resultado ideal dessa resposta do organismo,
revertendo a homeostase do tecido ou 6rgdo alvo do processo inflamatorio. Este € um processo
bioquimico altamente intenso, havendo a participacdo de diversos mediadores, entre eles
resolvinas, protectinas e maresinas. Tais mediadores sdo essenciais para a resolucdo do
processo inflamatorio, sendo responsaveis por ativar vias que sinalizam o fim da fase aguda
fisiolégica inflamatoria (LEVY et al., 2001; SERHAN et al., 2014).

Macrofagos tem um papel fundamental na mediacdo fisiologica e molecular do
processo inflamatdrio por meio da producdo de citocinas, enzimas inflamatdrias e outros
mediadores pro-inflamatérios em geral como prostaglandinas e radicais livres, sendo 0 mais
relevante dentre eles o 6xido nitrico (LASKIN,DEBRA L. AND PENDINO, 1995; PARK et
al., 2011).

2.2.1 Oxido Nitrico

O Oxido Nitrico (NO) é um mensageiro molecular de curto tempo de meia-vida que
desempenha um grande numero de fungdes dentro do organismo, atuando na regulacéo de
diversos mecanismos fisiologicos dentro do sistema circulatério, neural e imune. Essa
molécula pode atuar em papeis contraditorios dentro do organismo, podendo por exemplo, ser
um indutor de apoptose ou inibidor, dependendo da producdo. Dentro do sistema neural essa
molécula atua de forma semelhante a um neurotransmissor, no sistema vascular ele atua como
um fator de regulagdo do tonus vascular, além de inibir agregacdo plaquetaria. No sistema

imune ele atua como um fator toxico em relacdo a organismos infectantes e um imuno
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regulador, estando envolvido com diversas vias metabolicas no sistema inato (AKTAN, 2004;
COLEMAN, 2001; D’AGOSTINO et al., 2001b).

O NO é um mediador produzido por diversas células no organismo, entre elas células
endoteliais, fibrocitos e macrofagos, difunde-se livremente nos tecidos, sendo capaz de
atravessar membranas plasmaticas sem resisténcia. Quando em altas concentracdes ao ser
produzido pela forma induzivel da Oxido Nitrico Sintetase (NOS) e sob condigdes aerdbicas o
NO é rapidamente oxidado formando espécies reativas de oxigénio (ROS). Como sdo altamente
instaveis e oxidativas, as ROS sdo rapidamente nitrosadas ou hidrolisadas de forma a serem
inativadas (COLEMAN, 2001).

As NOS sdo enzimas que catalisam a conversdo de L-arginina e oxigénio molecular em
L-citrulina e NO. Existem 3 isoformas dessas enzimas, sendo cada uma relacionada com um
conjunto caracteristico de expressdes. A nomenclatura de cada uma dessas isoformas da enzima
é derivada do padrdo de expressdo ao qual a enzima esté relacionada. A primeira isoforma,
NOS 1, também pode ser denominada nNOS por ser expressa em neurdnios e outras células
cerebrais. A NOS 2 também é conhecida como iNOS pelo fato de sua producdo ser induzida
mediante a ativacao celular. A NO3 é referida como eNOS por sua producéo estar associada
com células endoteliais (AMANO; NODA, 1995; MATTILA; THOMAS, 2014).

Pelo seu possivel papel dentro do processo inflamatdrio crénico a inibi¢do da producgéo
de oxido nitrico tem se mostrado um alvo chave para drogas anti-inflamatérias (DRAGHICIU
etal., 2015; KORHONEN et al., 2005).

2.3  Tratamentos atuais e suas limitacdes

O tratamento de processos inflamatdrios e lesdes de diversas origens € normalmente
realizado utilizando Anti-Inflamatérios Ndo Esteroidais (AINES), e essas moléculas tem
atuado como uma importante classe de compostos terapéuticos ao longo dos séculos. O
primeiro farmaco desse tipo a ser introduzido no mercado, também sendo o primeiro farmaco
a ser sintetizado, ou seja, ndo derivado diretamente da fonte natural, foi o acido salicilico,
sintetizado pela empresa alema Bayer e comercializado desde 1899 (PASERO; MARSON,
2010; PATRONO; ROCCA, 2009).

Os mecanismos de acdo de tais medicamentos, entretanto, ndo eram bem
compreendidos naquele momento, por mais popular que o medicamento tenha se tornado. Mais
de meio século mais tarde, na década de 1970, John Vane descreveu pela primeira vez o

mecanismo de acdo do A&cido acetilsalicilico, passo importante para desenvolver novos
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farmacos dentre os anti-inflamatérios ndo esteroidais. Ficou entdo estabelecido que esses
farmacos inibiam a enzima prostaglandina H sintase ou a ciclooxigenase (COX), sendo
aplicados em diversas condi¢es inflamatdrias, como lesdes ligadas a esportes e artrite
reumatoide (VANE, 1971, 2000).

Ainda que apresentem varios aspectos positivos, o uso prolongado destas substancias
foi associado a efeitos toxicos no sistema gastrointestinal que estao relacionados com a inibicéo
da COX-1 pelo uso de AINES, sendo a inibigdo de prostaglandinas pré-inflamatdrias associada
com a isoforma COX-2. Os AINES tradicionais, como a aspirina, sdo caracterizados pela
capacidade de inibir, muitas vezes de forma irreversivel, ambas as isoformas da COX, levando
a danos gastricos pela inibicdo da isosforma constitutiva, COX-1, que produz prostaglandinas
(PGs) gastroprotetoras (HOEFER et al., 2005; MONCADA, S., FERREIRA, S. H. AND
VANE, 1973).

Na tentativa de reduzir os efeitos negativos no trato gastrointestinal, farmacéuticos
desenvolveram inibidores seletivos da COX-2, para reduzir ou eliminar os efeitos adversos
ligados a esse sistema, que foram introduzidos de forma ampla em 1999. Ndo obstante outros
efeitos negativos foram observados ligados a estas substancias, sendo a principal preocupacgéo
efeitos cardiovasculares que sdo atribuidos ao desequilibrio entre prostaciclina e tromboxano
(ZILTENER; LEAL; FOURNIER, 2010).

Confrontados com essa adversidade novas abordagem comecaram a ser utilizadas pela
industria farmacéutica, focando no desenvolvimento de novos inibidores de ciclooxigenase
(COX) e lipoxigenases (LOX), via que néo era afetada pelos AINES tradicionais, como 0 uso
de anti-inflamatérios esteroidais (os glicocorticoides) e terapias inibitérias com alvo em
citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a. Os Ultimos anos trouxeram bastante progresso
nessa area da industria farmacéutica, porém o desenvolvimento de uma terapia segura, eficaz
e economicamente viavel prossegue como um grande desafio (RAO; KNAUS, 2008).

A busca pelo desenvolvimento de tais medicamentos anti-inflamatdrios seguros e
eficazes deve ser uma prioridade global tendo em vista a grande quantidade de pessoas afetadas
por doencas inflamatorias crénicas na populacdo mundial. Entretanto, com base na literatura
disponivel sobre o assunto, sdo relatados diversos efeitos colaterais relacionados com esses
medicamentos, destacam-se: Ulceras, osteoporose, faléncia renal e risco de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares associados com a utilizagcdo de drogas anti-inflamatérias nédo
esteroidais convencionais (AINES) e mesmo inibidores seletivos da COX-2, o0 que compromete
0 uso continuo desses medicamentos no tratamento dessas doencas (SOLEIMANPOUR et al.,
2016).
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Dessa forma, o desenvolvimento de compostos anti-inflamatorios novos que levem a
menos efeitos secundarios ainda permanecem como um desafio para a comunidade cientifica.
Identificar novas drogas ou fontes de medicamentos com a capacidade de promover a resolugéo
do processo inflamatdrio sem causa grandes danos a homeostase, além de serem modulatorias,
eficazes e bem toleradas pelo organismo continua possuindo importancia sumaria
(DARSHAN; DORESWAMY, 2004; MANI SENTHIL KUMAR et al., 2008; RECIO;
ANDUJAR; RIOS, 2012).

2.4  Substancias derivadas de plantas como alternativas para desenvolvimento de novos

farmacos

No inicio da histéria da humanidade, os primeiros remédios e tratamentos foram
desenvolvidos na base da metodologia da tentativa e erro, sendo as plantas as primeiras fontes
de substancias utilizadas para produzi-los. Todas as culturas humanas, por mais isoladas ou
avancadas tecnologicamente, usaram plantas, tinturas ou chas de extratos vegetais para curar
doencas que afetavam sua populacéo, obtendo sucesso ou ndo. Com base nesses experimentos
ricas formas de medicina tradicional surgiram pelo globo, baseadas na cultura oral e ndo na
atual medicina de evidéncias. A interpretacdo de que nas plantas utilizadas como cura poderiam
possuir alguma substancia (ou em muitos casos substancias) que quando isoladas seriam
responsaveis pela acdo curativa ou benéfica do vegetal é relativamente recente, sendo
remetente a meados do século XIX, no contexto do nascimento do que chamamos hoje de
ciéncia moderna, dentro das ciéncias naturais e farmacéuticas (POLITO et al., 2016;
WALTENBERGER et al., 2016).

Nesse periodo as primeiras substancias com potencial medicinal comecaram a ser
isoladas, como a morfina, quinina, colchicina, atropina, pilocarpina, entre outras. Tais
substancias foram fundamentais para o desenvolvimento das ciéncias da salde como temos
hoje e sdo usadas até a presente data na farmacoterapia (FURST; ZUNDORF, 2014)

Atualmente, mais de 53.000 espécies de plantas sdo usadas com propoésito medicinal ao
redor do globo, sendo que a Organiza¢do Mundial da Satde, em 2011, relatou que por volta de
70-95 % dos cidaddos de paises em desenvolvimento dependem unicamente desses produtos
naturais como fonte primaria de tratamento para necessidades basicas de saude, e 0 gasto com
a compra de tais produtos chega a consumir de 15-30 % de seus salarios basicos (HAMILTON,
2004; MALIK et al., 2015; ROBINSON; ZHANG, 2011).
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Atualmente estima-se que cerca de 30 % dos farmacos disponiveis no mercado
farmacéutico tenham origem nos produtos naturais, algo possivel gracas a caracterizacdo de
estruturas e mecanismos bioquimicos desses produtos terem sido elucidados ao longo do ultimo
século de pesquisa, 0 que possibilitou o desenvolvimento de novos medicamentos que atuam
nas linhas de frente das terapias farmacologicas empregadas pelo mundo (BASSO et al., 2005;
NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).

As plantas medicinais, no atual cenario da inddstria farmacéutica, mostram-se uma
excelente fonte para moléculas bioativas naturais, de forma que entre 1981 e 2002
aproximadamente metade (49 %) das Novas Entidades Quimicas (NCE, da sigla em inglés)
desenvolvidas tiveram como fonte produtos naturais. A grande diversidade espécies vegetais,
além da grande diversidade quimica presente nesses organismos as torna um excelente alvo
para isolamento de moléculas e/ou metabdlicos primarios ou secundarios com potencial para
utilizacdo farmacol6gica (OKSMAN-CALDENTEY:; INZE, 2004; PAN; CHAI; KINGHORN,
2012).

E estimado que aproximadamente um quarto dos farmacos prescritos no globo tenham
origem em produtos vegetais, sendo que 11 % dos 252 farmacos considerados essenciais pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) derivam unicamente de plantas medicinais. Em
contraposicdo, hoje é estimado que existem por volta de 400.000 espécies de plantas vasculares
no planeta, das quais apenas 10 % tiveram caracterizacdo quimica de algum tipo realizada. Dos
100.000 metabolitos secundéarios descobertos nesses estudos, provavelmente metade tiveram
seus mecanismos de acdo totalmente elucidados (CRAGG, G.M.; BOYD, M.R.; GREVER,
M.R.; SCHEPARTZ, 1995; OKSMAN-CALDENTEY:; INZE, 2004; RATES, 2001).

A biodiversidade no planeta ndo esta distribuida de forma homogénea pelo globo. De
fato, a ecologia tenta explicar de forma unificada os padrBes de distribuicdo de espécies ha
anos, sendo que os motivos continuam sendo matéria para debate. E consenso, entretanto, que
quanto mais préximo a linha equatorial maior diversidade é encontrada, levando a estimativa
de que 70 % de todas as espécies ocorram em paises tropicais, nominalmente os 12 a seguir:
Australia, Brasil, China, Colémbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar, México, Peru e
Zaire (BASSO et al., 2005; WHITTAKER; WILLIS; FIELD, 2001).

Nesses paises € visivel a concentragdo de florestas tropicais, onde é estimado que mais
de 50 % de todas espécies vegetais do planeta encontram-se. O Brasil possui uma posi¢do
proeminente no globo em relacdo a biodiversidade, possuindo grandes area tropicais
consideradas hotspot (areas altamente ameacgadas que contenham cerca de 0,5 % de toda
biodiversidade global): a floresta Amazonica (no Norte, compartilhada com outros paises da
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América do Sul), a Mata Atlantica (ao longo da costa, hoje ndo continuamente), o Cerrado
(centro do pais), a floresta de Araucarias (no Sul), entre outros biomas proeminentes presentes
no Brasil (MYERS et al., 2000).

Gracas a essa grande disponibilidade de biodiversidade, o Brasil € um pais com posi¢éo
estratégica para o desenvolvimento de novas drogas e/ou identificacdo de metabolitos com
valor terapéutico, 0 que por sua vez poderia ser usado como argumento para uso sustentavel
dessas regides para evitar perda de espécies com potencial, como tem acontecido atualmente
(MYERS et al., 2000; RANGEL et al., 2007). Farmacos anti-inflamatdrias utilizadas na terapia
atualmente possuem diversas limitacGes, principalmente em relacdo a efeitos adversos
relacionados a uso continuo ou de longo prazo, problemas de custos, disponibilidade, resposta
ineficaz, entre outros. Fica evidente que € necessario desenvolver novos agentes terapéuticos,
sendo mais seletivos nos efeitos farmacoldgicos e com menor toxicidade. O conhecimento
sobre seus mecanismos de acdo, ainda que tenham avancgado, ainda € pequeno. Desvendar
mecanismos de acdo de produtos naturais € essencial para encontrar novos compostos para

utilizar como modelo de novas moléculas terapéuticas (NEWMAN; CRAGG, 2016).

25 Plantas medicinais do cerrado brasileiro e sua atividade

O Cerrado, também conhecido como savana brasileira, é atualmente o segundo maior
bioma brasileiro, abrangendo uma area de aproximadamente 2 milhdes de quilémetros
quadrados, cerca de 23 % da area total do pais. Este bioma abriga cerca de 160.000 espécies
de animas, fungos e plantas, que sdo conhecidos por apresentarem diversos compostos
metabdlicos de interesse biotecnoldgico, tanto em possiveis aplicagdes na industria alimenticia
quanto para a medicina (CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004; RATTER; RIBEIRO; S.,
1997).

Nos ultimos anos estudos descobriram atividades bioldgicas em diversas plantas de
familias tipicas do cerrado, Apocynaceae, Sapotaceae, Fabaceae, entre outras. Foram
demostrados efeitos benéficos como atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antifingica
nessas plantas, o que demostra um grande potencial na obtengdo de substancias de interesse
comercial no cerrado (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009; SOUZA et al., 2012).

O potencial anti-inflamatdrio de plantas no cerrado tem sido ligado a presenca de
triterpenos e flavonoides, que séo encontrados em grande quantidade nas plantas da familia
Sapotacea e suas espécies do género Pouteria (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009).
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Outras plantas desse bioma tiveram acédo anti-inflamatoria comprovada em modelos in
vitro, como as da familia Flacoutiaceae (Casearia sylvestris) e Sapindaceae (Cupania vernalis
e Seriania lethalis) (NAPOLITANO et al., 2005).

2.5.1 O género Pouteria (Sapotaceae Juss.)

A familia Sapotaceae é membro da ordem das Ericales, do filo Angiosperma. S&o
plantas de morfologia variavel, com por volta de 53 géneros descritos englobando 1250
espécies distribuidas por volta do planeta. A maior parte das espécies estdo concentradas em
regides tropicais e subtropicais da Asia e América do Sul. Segundo Carneiro et al. (2015),
existem atualmente 12 géneros, 232 espécies e 27 subespécies dessa familia no Brasil
(CARNEIRO et al., 2016; SWENSON, U.; ANDERBERG, 2005).

Essa familia apresenta diversas espécies com grande relevancia comercial, seja por
interesse alimenticio por meio dos frutos, producéo de latex, madeira e derivados, ou pelo seu
potencial farmacoldgico (GAMA; BARBOSA; OLIVEIRA, 2011; PENNINGTON TD,
GARDENS RB, 1991; SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Destaca-se 0 género Pouteria
Albl. dentro desta familia, que possui cerca de 330 espécies distribuidas pela regido
neotropical, com registro de 122 espécies no pais, com 50 endémicas, além de 8 subespécies
(CARNEIRO, C.E.; ALVES-ARAUJO, A.; ALMEIDA JR., E.B.; TERRA-ARAUJO, 2016;
PENNINGTON TD, GARDENS RB, 1991). Nacionalmente esse género esta distribuido
principalmente na regido amazonica e no litoral, sendo encontrada frequentemente na Bahia,
Espirito Santo, Rio de Janeiro e S&o Paulo (PENNINGTON, 1991)

O género Pouteria ¢ composto por plantas tropicais de porte arbdreo, frutiferas,
apresentando frutos com polpa amarela que apresenta entre uma e quatro sementes rigidas. Os
frutos sdo utilizados na alimentacdo frescos ou apds cozimento, podendo ser preparados de
outras formas, sendo usados na producéo de cremes, sorvetes, batidos, entre outros. Diversas
espécies de Pouteria possuem grande quantidade de antioxidantes, compostos poliendlicos
biologicamente ativos, incluindo &cido galico, galocatequina, catequina, epicatequina,
dihidromiricetina e miricetina (MA et al., 2004).

Além dos usos associados aos frutos, as folhas de algumas espécies de Pouteria também
apresentaram potencial anti-inflamatério, sendo na literatura também demostrado efeito
protetor de extratos de frutos em danos induzidos no figado por uso de paracetamol, ainda em
resultados preliminares que precisam de maior investigacdo (ASEERVATHAM et al., 2014).
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Espécies do género Pouteria tem sido utilizada em estudos por apresentarem grande
potencial farmacologico, sendo associadas a tratamento de inflamacdes, febres, erupcdes de
pele, Ulceras, efeitos larvicidas, efeito neuroldgico protetor e atividade anti-fungica (CORREIA
etal., 2016; MA et al., 2004; MONTENEGRO et al., 2006).

Essas plantas possuem triterpenos e flavonoides como principais metabolitos
secundarios (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009), substancias com diversas propriedades
bioldgicas uteis para aplicacdo em medicamentos. Em varias espécies foi isolado o Lupeol,
triterpeno natural que possui diversas propriedades farmacoldgicas como acdo anti-
inflamatdria, antiartrite, antimutagénico e antitumoral (AGARWAL, R. B.; RANGARI, 2003).

Dados sobre atividade farmacoldgica e metabdlitos secundarios do género Pouteria séo
escassos, como afirma Silva (2007), porém tem aumentado devido a vérios estudos, que
evidenciaram atividades antimicrobiana, citotoxica e imunomoduladora (FONTES JUNIOR et
al., 2009).

Foram estudadas duas espécies pertencentes a esse género durante o estudo, Pouteria
ramiflora (Mart.) Radlk. e Pouteria torta (Mart.) Radlk., ambas amplamente distribuidas pelo
territorio brasileiro, sendo presentes no bioma amazénico, na Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (ALVES-ARAUJO, 2016).

A espécie Pouteria ramiflora, € uma planta com porte arboreo, chegando a cerca de 10
metros de altura, presente na regido central, sul do Brasil e no norte na Amazonia, onde se
espalha ao oeste para a Bolivia, tendo sido registrada no Paraguai mais ao sul. E comum no
Cerrado brasileiro, estando presente nas fisionomias de cerraddo, cerrado sentido restrito ou
strito senso, cerrado ralo, borda de vereda e mata mesofitica ou seca (ALMEIDA, PROENCA,
SANO, 1998; PENNINGTON, GARDENS, 1991).

As coletas das amostras preferencialmente dever ser realizadas para as flores entre abril
e dezembro, e frutos entre setembro e fevereiro, em area de campo rupestre, cerrados e matas
de galeria. Essa planta é conhecida popularmente pelos nomes louco, massaranduba, leiteiro-
preto, fruta-do-veado, pessegueiro-do-cerrado, massaranduba-vermelha, entre outros nomes,
sendo que existem variacOes regionais (ALVES-ARAUJO, 2016; E., 2010; SOUZA et al.,
2012).

Em estudo realizado por Costa (2014) foram identificados compostos fendlicos,
miricetina-3-O-f-D-galactopiranosideo e  miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo  nas
concentragdes de 13,55 mg/g e 9,61 mg/g, respectivamente, alem de flavonoides a 48,82 mg/g
e fendis a 125,87 mg/g, indicando presenca de substancias com interesse terapéutico. O referido
estudo foi feito utilizando extratos hidroalcoolicos.
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Um ensaio realizado por Fontes Junior et al. (2009) utilizando extrato etandlico nas
concentracdes de 50 e 100 mg/Kg de P. ramiflora evidenciou o efeito anti-inflamatério e
analgeésico desse extrato em camundongos.

Mais uma vez em camundongos, estudos realizados com esta planta mostram
potencializacdo da acdo de enzimas antioxidantes e diminuicdo de elementos oxidantes em
animais diabéticos. O extrato teria conferido efeito neuroprotetor, sendo que para elucidar tal
mecanismo e suas possiveis acdes em outras fases da diabetes mais estudos se fazem
necessarios (COSTA, 2013).

A Pouteria torta, € uma arvore com um longo ciclo de vida, chegando a atingir entre 8
e 14 metros de altura. E tipica do Cerrado, podendo também ser encontrada na regio
amazonica. Seus frutos sdo utilizados para alimentacdo e sua casca € popularmente utilizada
como anti-disentérico. E conhecida pelas alcunhas de guapeva, abiu-piloso, curiola, aga-ferro,
abiu do cerrado, péssego-do-mato, cabo-de-machado, entre outros (LORENZI, 1992;
PERFEITO, 2005).

Além de estar presente no Brasil a Pouteria torta também esta presente em outros paises
da América Latina, incluindo México e Paraguai. Como dito anteriormente, no Brasil essa
planta pode ser encontrada no Cerrado, além disso ela também pode ser encontrada em florestas
semideciduas e pluviais, estando presente desde a regido amazonica até estados mais ao sul,
havendo registros no Goiés, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S&o Paulo, Bahia e Parana. Estudos
realizados na Bahia demonstram que a espécie abrange toda regido do cerrado, florescendo
entre fevereiro e dezembro e frutificando entre maio e janeiro (QUEIROZ E CARNEIRO,
2010).

Extratos hexanicos e diclorometénicos preparados das flores e frutos de Pouteria torta
apresentam o, ¢ B-amirina (que também foi isolada em folhas). Outras substancias de interesse
também foram isoladas nesses extratos, entre elas lupeol, taraxasterol, pseudotaraxasterol,
cicloartenos, acidos graxos, triglicerideos, hidrocarbonetos de cadeia normal e ramificada, para
citar algumas. Nessa espécie foram isolados ainda os &cidos betulinico e ursolico através de
extratos metanolicos, substancias de grande interesse farmacéutico (CHE; KOIKE, 1980;
DAVID, 1993; SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009).

Diversas outras substancias foram isoladas a partir de extratos de P. torta, incluindo
derivados de glicosideos classificados como flavonois, a subclasse mais abundante de
flavonoides, que foram isolados a partir de extratos de folhas, e uma proteina chamada
pouterina, isolada a partir de sementes da planta. A pouterina tem atividade semelhante a da

lecitina, demonstrando atividade antifungica através de interacdo com componentes da parede
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celular desses organismos. Essa proteina também demonstrou atividade inseticida e capacidade
de induzir aglutinacdo de eritrocitos em humanos, coelhos e ratos, sendo ainda capaz de induzir
apoptose em células de mamiferos (BOLETI et al., 2008; BOLET I et al., 2007; COSTA, 2014).

Existem hoje poucos estudos sobre a caracterizagdo quimica e bioldgica de espécies
pertencentes ao género Pouteria spp., por mais que alguns autores tenham realizado estudos
em revisando a familia da qual esta planta pertence, Sapotaceae, e 0 género em si. A
complexidade morfoldgica da espécie e falta de especialistas muitas vezes impossibilita o
avanco nesses estudos (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009).

O pequeno numero de publicacBes cientificas descrevendo a maioria das atividades
bioldgicas propostas para espécies do género Pouteria, como descrito por Silva et al. (2009) e
evidenciado até o momento no texto reafirmam a finalidade deste estudo, que propfem

expandir o conhecimento sobre estas espécies de plantas do Cerrado brasileiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

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

e Pouteria ramiflora em modelo celular in vitro utilizando céelulas da linhagem J774A.1.
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a modulacéo da expressdo génica de marcadores inflamatérios (NFkB, Tnf-a,
IL-6, INOS e COX-2), na presenca dos extratos de plantas utilizados no estudo.

Confirmar o potencial anti-inflamatorio dos extratos de plantas estudados por meio da

producdo de 6xido nitrico (NO).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

O material vegetal que foi utilizado durante o estudo foi coletado, processados e
fornecidos na forma de extrato pelo Laboratdrio de Produtos Naturais da Faculdade de Ciéncias
da Saude, da Universidade de Brasilia (UnB). S&o espécies naturais do cerrado brasileiro, mais
especificamente aquele proveniente da regido do entorno de Brasilia. As plantas utilizadas
foram identificadas pelo botanico Christopher William Fagg. Vouchers das espécies foram

depositados no Herbario da UnB (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécies de plantas utilizadas no estudo

Espécies de Plantas Nomes Populares Familia  Vouchers

Pouteria torta (Mart.) Radlk  “Abiurana-curriola-liso”, Sapotacea (UB) 3671
“Guapeva”, “Grao-de-Galo” ou

“Pateiro”

Pouteria ramiflora (Mart.) “Abiu-cutite”, “Fruta-do-Veado”, Sapotacea (UB) 3674
Radlk “Pessegueiro-do-Cerrado” ou

“Massaranduba”

4.2  Extracdo botanica

Os extratos foram produzidos por desidratacdo, o que leva a perda de metabolitos
volateis, do material boténico, processo realizado em estufa com circulacéo de ar a temperatura
inferior a 40 °C durante um periodo de 7 dias, em seguida as amostras desidratadas foram
submetidas a moagem através de moinhos de facas. O p6 obtido foi macerado com etanol 95 °
com agua destilada. A solucdo obtida foi entdo concentrada sob a agdo de evaporador rotatorio,
utilizando novamente temperatura inferior a 40 °C, de forma a ndo comprometer a integridade
do material bioldgico (CORREIA et al., 2008). Os extratos foram estocados para uso na
concentragdo final de 100 mg/mL (Quadro 2), obtidas solubilizando 100 mg dos extratos em 1

mL do solvente desejado.
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Tabela 2 - Informacdes sobre os extratos utilizados

o o Orgéo de Concentracgéao
Cddigo Espécies ) Solvente )
Origem Final

PTEt  Pouteriatorta Folhas Etanol (95 °) 100 mg/ml
Pouteria Agua Ultrapura

PR Aq ) Folhas ] 100 mg/ml
ramiflora Estéril
Pouteria

PR Et ) Folhas Etanol (95 °) 100 mg/ml
ramiflora

4.3  Linhagem celular

As células da linhagem J774A.1 American Type Culture Collection (ATCC® TIB-
67™) foram inicialmente isoladas a partir de ascite desenvolvidos a partir de sarcoma reticular
e isoladas apds repetidas passagens em camundongos. Sdo células com crescimento em maior
parte aderente que mantem caracteristicas de macréfagos, sendo capazes de produzir 6xido
nitrico e outros marcadores inflamatorios uma vez estimulados por elementos inflamatorios
como o lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS). E um modelo in vitro largamente usado
em ensaios para selecdo de substdncias com possivel caracteristicas anti-inflamatérias e

posterior anélise das vias inflamatdrias sinalizadas por macréfagos (MUNIC et al., 2011).

4.4 Cultura de células J774A.1

Com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos anti-inflamatdrios dos extratos utilizados
durante o estudo e a producdo de marcadores inflamatdrios foi selecionada a linhagem de
macrofagos de murinos J774A.1 (ATCC) TIB-67 adquiridos do Banco de Células Rio de
Janeiro (BCRJ)

As células foram submetidas a criopreservacao utilizando nitrogénio liquido enquanto
solubilizadas em solucéo de congelamento contendo 5 % de Dimetilsulfoxido (DMSO) e 20 %
de Soro Fetal Bovino (SFB). Para realizar os ensaios de estimulacéo in vitro as células foram
descongeladas em banho-maria a temperatura de 37 °C pelo tempo maximo de 2 minutos até
descongelarem completamente, entdo sendo transferidas para frasco de cultura de células de
75 cm? contendo meio comercial Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado
com glicose na concentracdo de 4500 mg/L, 110 mg de Piruvato de Sédio e 2 mM de L-
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glutamina (Sigma-Aldrich Life Science, USA) e 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco,
Invitrogen) anteriormente inativado por calor (56 °C por 1h). Também foram adicionados 100
U/mL de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1 % de amino4cidos ndo-essenciais
(Sigma-Aldrich) e 200 puL de HEPES (Acido Etanosulfonico 4-2-Hidroetil Piperazina-1,
Sigma-Aldrich), o qual foi denominado meio DMEM completo.

As células foram armazenadas em estufa a temperatura de 37 °C contendo 95 % de ar
atmosferico e 5% de CO,, até completa recuperacdo da linhagem celular. O meio foi trocado
rotineiramente a cada 4 dias. Apo6s atingir confluéncia de cerca de 90 %, sub-cultivos foram
realizados obedecendo a taxa de 1:4 recomendada pelo protocolo ATCC de cultivo celular
implementado.

A contagem global de células foi realizada utilizando a cdmara de Neubauer para
contagem total do numero de macréfagos J774A.1. Em todos os experimentos realizados
durante o estudo as células foram plaqueadas e entdo cultivadas por 24 horas antes de

tratamento com os extratos.

45  Modelo inflamatério da linhagem celular J774A.1 empregado no estudo

Para fins de controle da ativacdo dos macréfagos foi utilizado o lipopolissacarideo
presente em membranas de bactérias gram-negativas (LPS) (Lipopolysaccharides from
Escherichia coli 055: B5) (Sigma-Aldrich®, Life Sciences, St. Louis, EUA) na concentragdo
1 pg/mL. A concentracdo de LPS utilizada foi definida com base na literatura utilizada e em
experimentos prévios (BANJANAC et al., 2012).

Foi também avaliado se o aumento ou diminuic¢do da concentracdo celular tinha efeito
benéfico na producgdo do d6xido nitrico por meio da realizacdo de uma curva com diferentes
concentragdes de células. Para esse fim uma microplaca de 12 pogos foi semeada com
diferentes concentracGes de células J774A.1, as concentragcfes usadas nesse experimento foram
5x 10% 5 x 10% e 5 x 10°. Apds o plaqueamento das células estas foram incubadas durante 24
horas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO: para que chegassem a uma confluéncia
superior a 90 %. Cessado o periodo de incubacdo o meio DMEM Suplementado foi descartado
e entdo substituido por meio DMEN 5 %, com o objetivo de regular a taxa de crescimento das
celulas estudadas, e foi entdo adicionado LPS na concentracdo definida anteriormente e a
microplaca foi novamente incubada nas condi¢des anteriormente descritas. Foi entdo coletado
0 sobrenadante dessas culturas nos tempos de 6, 24, 48 e 72 horas, para posterior analise de

producdo de mediadores inflamatorios.
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Uma vez definidos o pardmetro avaliado no experimento acima foi definido o modelo
para cultura de células nas proximas etapas do projeto. Para tais ensaios as células foram
cultivadas como foi anteriormente descrito, em estufa a 37 °C e atmosfera de 5 %, e entdo
semeadas em microplacas de 12 pocos, na concentracio de 5 x 108, sendo entéo incubadas por
24 horas. Em seguida o meio DMEN Suplementado foi descartado e substituido pelo meio
DMEN 5 % e as celulas foram estimuladas com o LPS na concentracdo de 1 pg/mL para
promover inflamacéo das células.

Apos 3 horas foi entdo adicionado 200 pL dos extratos nas concentragdes 5, 2,5, 1,25,
0,625, 0,313, 0,156, 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL pré-definidas, sendo entdo incubadas nas
condicdes anteriormente descritas. O sobrenadante das culturas foi entdo coletado ap6s 0s
tempos de 24 e 48 horas, sendo entdo armazenados a -20 °C devidamente identificados para
possibilitar a analise de producdo de éxido nitrico. Todos 0s ensaios realizados nesse estudo

foram feitos em triplicata.

4.6  Delineamento experimental

Modelo Celular - Células J774A.1

Testes de Viabilidade Resposta Inflamatoéria
Celular e Citotoxicidade [
|Dosagem de Oxido Nitrico

T
WST-8 Método de Griess

Analise da Expressdo Génica

Neutral Red

NF-xB iINOS

TNF-o COX-2

I1.-6

Figura 3 - Delineamento Experimental desenvolvido durante o trabalho
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4.7  Avaliacdo de viabilidade celular apos interacdo com os extratos de plantas

471 Ensaio de WST-8

Para analisar os efeitos citotoxicos dos extratos nas celulas utilizadas durante o estudo
foi utilizado o método WST-8 (Cell Counting Kit-8) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), um
método bastante similar ao 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrozolio,
Methyl-Thiazolyl-Tetrozalium (MTT), um método colorimétrico amplamente utilizado em
estudos na literatura.

O meétodo do MTT é um ensaio baseado na clivagem de anéis de tetrazolio presentes na
estrutura quimica desta substancia, realizada pela enzima desidrogenase mitocondrial,
resultando na producdo de cristais de formazan, insollveis em agua e com uma coloracdo
violeta. Esses cristais sdo extraidos das células utilizando-se dimetilsulfoxido (DSMO). O
ensaio apenas sera reativo em células viaveis, uma vez que aquelas inviaveis ndo apresentarao
atividade mitocondrial o que inviabiliza a clivagem do reagente (FERREIRA et al., 2013).

O ensaio de WST-8 [2- (2-metoxi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-dissulfofenil)
2H-tetrazolio], também resulta na producdo de cristais de formazan sob a acdo da
desidrogenase mitocondrial, mas ao contrario do que acontece no ensaio classico de MTT o0s
cristais formados sdo soltveis em agua, ndo sendo necessario o emprego de DMSO ou qualquer
outro solvente para a dissolucéo dos cristais formados, o que torna o método mais sensivel que
0 MTT, comumente empregado. Em ambos 0s ensaios, o nimero de celulas sobreviventes e
proporcional a quantidade de formazan e é quantificavel pela cor da solugcéo, motivo pelo qual
a técnica é colorimétrica. A cor pode ser quantificada em espectrofotbmetro ou leitor de
microplacas (FERREIRA et al., 2013).

Para realizar o ensaio de citotoxicidade as células foram semeadas huma concentragédo
de 1 x 10° em placas de 96 pocos, cultivadas entdo em DMEM suplementado e incubadas a 37
°C em estufa com 5 % CO por um periodo de 24 horas. Apos o referido intervalo o meio foi
substituido por 180 uL de meio DMEM suplementado apenas com 5 % de SFB e entdo foi
adicionado 20 pL das concentragdes a serem testadas dos extratos de plantas. Os extratos de
Pouteria torta e Pouteria ramiflora estavam diluidos nas seguintes concentragdes: 5, 2,5, 1,25,
0,625, 0,313, 0,156, 0,078 e 0,02 mg/mL.

Depois da adicdo dos extratos, a cultura de células foi homogeneizada e a microplaca

foi novamente incubada nas mesmas condicdes descritas. Apds mais 24 horas o meio foi entdo

24



descartado e substituido por 100 uL. de meio DMEM incolor (sem a presenca de vermelho de
fenol, presente no DMEM suplementado) suplementado com 5 % de SFB, e, em seguida, 10
uL de WST-8 foi adicionado em cada pogo. Nesse ensaio, para o controle positivo, foi utilizado
células estimuladas com LPS e sem tratamento com o0s extratos. Para o controle de morte
celular foram utilizadas células estimuladas com LPS e tratados com 10 uLL. de DMSO 20 %.
Para funcionar como o branco (padrdo para o espectrofotdmetro) foi usado o proprio meio
DMEM incolor sem células. Apdés 4 horas de incubagdo com o WST-8, foi medida a
absorbéancia das amostras em espectrofotometro (Thermo Plate TP-Reader) utilizando filtro no
comprimento de onda de 450 nm. Para descartar interacdo quimica entre o extrato e o reagente
de WST-8 foi realizado um ensaio utilizando WST-8 e cada uma das concentracdes dos

extratos testados, sem a presenca de células.

4.7.2 Ensaio de Vermelho Neutro

O segundo ensaio empregado para avaliacdo da citotoxicidade dos extratos foi o de
incorporacdo de vermelho neutro, que é um teste que avalia a sobrevivéncia e viabilidade
celular baseada na capacidade das células sobrevivente de absorver o reagente vermelho neutro,
um corante supravial, catiénico fraco que penetra facilmente nas membranas celulares por um
mecanismo distinto da difusdo, acumulando-se intracelularmente nos lisossomos, onde se liga
aos sitios de matriz lisossomal anidnica. Alteracdes nas membranas plasmatica ou lisossomal
leva a fragilidade do lisossomo e outras mudancas que gradualmente podem tornar-se
irreversiveis, levando até mesmo a morte celular. Tais alteracdes causadas pela acdo de
xenobidticos resultam numa reducdo da absorcdo e ligacdo do vermelho neutro, portanto, é
possivel distinguir células mortas, danificadas e vivas, fato que serd a base para esse ensaio
(MATTANA, 2014).

Para avaliar a viabilidade das células estimuladas pelos extratos, nos termos de
integridade lisossomal, foi realizado o ensaio de vermelho neutro conforme descrito por Taner
et al. (2013), com algumas modificacdes descritas a seguir. As células foram plaqueadas em
microplacas de 96 pogos numa concentracdo de 1 x 10°, em meio DMEM suplementado e
foram incubadas a 37 °C em estufa com 5 % de CO.. Ap6s 24 horas o0 meio foi trocado por 180
puL de meio DMEM incolor contendo 5 % de SFB, e 20 uL dos extratos (PT Et, PR Agq e PR
Et) nas concentragdes: 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156, 0,078 0,039, 0,020 mg/mL. Em seguida

a microplaca foi novamente incubada por 24 horas nas mesmas condicGes referidas acima.
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Apds 0 mencionado tempo de incubacdo com os extratos 0 meio foi removido e as células
foram lavadas trés vezes com 300 uL da solucdo tampéo fosfato salino (PBS — pH 7.4) e 100
uL de meio DMEM suplementado com 50 pg/mL de vermelho neutro foram adicionados aos
pogos. A microplaca foi entdo incubada a 37 °C com 5 % de COz por 3 horas, apds esse periodo,
0 meio foi descartado e as células foram lavadas 5 vezes com 300 uL PBS a fim de remover o
excesso de corante ndo incorporado as células e 100 pL de solugdo de alcool-acido (50 % de
etanol, 1 % de &cido acético e 49 % de agua destilada) foram adicionadas em cada poco para
fixar o vermelho neutro nas células. A placa foi agitada por 10 minutos e a absorbancia de cada
amostra foi lida em leitor de microplacas a 492 nm. Os resultados foram expressos como uma

porcentagem das células ndo tratadas, usando a equacao:

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

4.8  Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A produco de espécies reativas de nitrogénio, em especial o Oxido Nitrico (NO), é um
regulador produzido da ativacdo de macrofagos. A producdo de NO esté intimamente ligada
com producdo de algumas citocinas e outros estimulos imunoldgicos, como o LPS. Para
analisar a producdo de 6xido nitrico foi aplicado o método de Griess. O método consiste em
combinar dois reagentes, a Sufanilamida dissolvida em acido fosférico a 5 %, e 0,1 % de N-1-
naftil-ethylendiamide-dicloridrato (NEED) em &gua, formando o reagente de Griess, que entao
se liga ao nitrito, um 6xido derivado do Oxido Nitrico. Para o experimento foram semeadas 5
x 106 células em placas de 12 pocos, que foram incubadas durante 24 horas. Apos esse periodo
as células foram tratadas com os extratos das plantas. Ap6s 3 horas, conforme o protocolo de
inflamagdo anteriormente definido, as células foram estimuladas com 10 pL LPS na
concentragdo 1 pL/mL por poco. Foram ent&o coletadas amostras do sobrenadante das culturas.
Em seguida foi adicionado 100 pL do reagente de Griess e o resultado foi analisado em leitora
de microplacas utilizando o filtro de 450 nm e os resultados expressos em pmol/L. de NO2-
comparando-se a densidade otica (D.O.) obtida com uma curva padrdo de NO»- variando de
3,125 a200,0 umol/L (GREEN et al., 1981).
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4.9  PCR em tempo real (qPCR)

4.9.1 Extracéo e Purificacdo do RNA

O Kit Direct-zol™ RNA Miniprep (R2051, Zymo Research, USA) foi escolhido para
realizar a extracao e purificacdo do RNA obtido durante os experimentos descritos a seguir,
seguindo as recomendac6es do fabricante. O método consiste em inicialmente extrair o material
genético alvo usando o reagente Trizol, uma solugdo monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidina, que atua rompendo a célula sem comprometer a integridade do RNA presente.

Para realizar essa etapa, células J774A.1 foram semeadas em garrafas de cultura de
células com 25 cm? de area com 7 x 10°. Foi usado o meio DMEM Suplementado para
incubacdo, que durou até que as células atingissem um minimo de 90 % de confluéncia. Ap6s
esse periodo o meio foi entdo descartado e substituido por 3 mL de meio DMEM contendo 5
% de SFB. As células foram entdo tratadas com os extratos de plantas nas dilui¢bes 0,78, 0,39
e 0,19 mg/mL e apos 3 horas foi adicionado 30 puL de LPS para atingir a concentracéo de 1
pL/mL. Apds 48 horas de tratamento, durante o qual as células foram mantidas em estufa a
37°C em atmosfera de 5 % de COy, 0 sobrenadante das culturas foi coletado e armazenado em
microtubos de 0,5 mL, que foram entdo congelados a -20 °C para serem posteriormente
utilizados para dosagem de 6xido nitrico. Em seguida o restante do meio nas garrafas foi
descartado e 1 mL de Trizol, TRl Reagent® (Sigma-aldrich, Life Science), foi adicionado ao
tapete celular e entdo foi homogeneizado por pipetagem de forma a promover a lise celular. O
lisado foi entdo transferido para microtubos de 2 mL e armazenado a -20 °C.

No dia seguinte a purificacdo do RNA foi realizada utilizando-se o kit Direct-ZolTM
RNA MiniPrep. O lisado celular (1 mL) obtido anteriormente foi descongelado por 5 minutos
a temperatura ambiente para permitir dissociacdo completa dos complexos de nucleoproteinas.
Depois de descongelado o lisado celular foi transferido para um novo microbulo e 1 mL de
etanol estéril a 95 % foi adicionado. O contetdo foi homogeneizado e agitado vigorosamente
por 15 segundos e entdo transferido para coluna de silica, sendo entdo centrifugado a 11.000 g
por 1 minuto. Em seguida o filtrado foi descartado e a coluna transferida para novo microtubo
e 400 puL de solugdo de lavagem (RNA Wash Buffer) foi adicionado a coluna, que foi
novamente centrifugada a 11.000 g por mais 1 minuto. A coluna foi entéo transferida para novo

microtubo para dar inicio a purificacdo do RNA.
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Para o processo de purificacdo de RNA foi adicionado a coluna 80 pul. de DNAse
(cocktel DNAse) aplicados diretamente no filtro para eliminar qualquer fragmento indesejado
de DNA. Em seguida os tubos e coluna foram incubados em estufa a temperatura de 37 °C em
atmosfera de 5 % de CO- por 15 minutos. Apds esse tempo os microtubos foram centrifugados
a 11.000 g por 30 segundos. O proximo passo consistiu em adicionar a coluna 400 pL de
solucdo pré-lavagem (RNA pre-wash buffer) e entdo uma nova centrifugacéo foi realizada,
11.000 g por 1 minuto. O filtrado foi novamente descartado e esse passo foi novamente
repetido. Posterior a repetigdo foi adicionado a coluna 700 uL de solugdo de lavagem (RNA
wash buffer) e nova centrifugacdo a 11.000 g por 2 minutos foi realizada. O filtrado foi entédo
descartado e em seguida foi repetida a mesma centrifugacdo com a coluna vazia. A coluna foi
entdo transferida para novo microtubo que foi anteriormente purificado de RNAse e recebeu a
adigdo de 22 pL de agua ultrapura (Invitrogen, Life Technologies). Para liberar 0 RNA
purificado de coluna de silica uma nova centrifugacédo, dessa vez a 13.500 g por 2 minutos, foi
realizada. O filtrado foi coletado e transferido para um microtubo de 1,5 mL, que foi

devidamente identificado para dar-se prosseguimento para a etapa de quantificagdo do RNA.

4.9.2 Analise do RNA extraido

Para assegurar a qualidade do RNA obtido foi utilizado eletroforese em gel de agarose
a 1 % corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL). A quantificacdo do RNA extraido foi
determinada através do espectrofotdometro NANODROP ND-100 (Thermoscientific, Walthan,
EUA). Para avaliar o grau de pureza das amostras foi considerada a razdo da absorvéncia em
dois comprimentos de onda nas densidades 6ticas (DO) Azsorso Nm (utilizada para avaliar
contaminagéo proteica) e Azesor230 NM (utilizada para avaliar a contamina¢do por compostos
organicos em geral). Quando a razdo dessas densidades oOticas foi superior a 1,9 o grau de
pureza do RNA foi considerado adequado para a realizacdo das analises. Depois de
quantificado no espectrofotémetro o RNA total foi estocado a — 80 °C para posterior sintese de
cDNA.
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4.9.3 Sintese de cDNA

Para realizar a sintese do cDNA foi utilizado o kit Highcapacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Uma
quantidade de 2 pg de RNA foram submetidas a reacdo de transcri¢ao reversa (RT) em cada
uma das amostras onde tal quantidade foi observada.

Apos o0 cDNA ter sido sintetizado as amostras foram diluidas para que a concentracdo
final de 6 ng/pL fosse obtida de forma a padronizar a quantidade de amostra a ser pipetada em
cada reacdo de qPCR. Apo0s a padronizacdo foi possivel determinar que cada reacao seria
realizada com 36 ng/uL de cDNA e o erro de pipetagem pode ser considerado reduzido ao
maximo, o que possibilitou 0 emprego de um pipetador automatico. Os microtubos contendo o
cDNA produzido nessas reagdes foi armazenado a -20°C para posterior anélise.

4.9.4 Definicdo dos genes de Interesse

Os genes selecionados para essa etapa do estudo sdo genes ligados a regulacdo de
atividade inflamatéria que foram considerados satisfatorios para producdo de respostas
adequadas aos objetivos propostos no estudo. Foram utilizados 6 primers sintetizados pela
Integrated DNA Technologies (IDT), melhor descritos na tabela a seguir. Tais pares de primers
foram desenhados de acordo com a literatura, sendo utilizado o programa Primer Express
(Applied Biosystems) e com base nas sequéncias obtidas da base de dados do transcriptoma de

camundongo (http://www.informatics.jax.org).
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Tabela 3 - Genes analisados no estudo

Simbolo do ]
Descricao
Gene
Gliceraldeido-3-Fosfato
GAPDH _
Desidrogenase
COX-2 Ciclooxigenase 2
IL-6 Interleucina 6
iINOS Oxido Nitrico Sintetase Induzida
NFkB Fator Nuclar kappa B
TNF-a Fator de Necrose Tumoral Alfa

4.9.5 Padronizacdo das concentracdes dos Primers

Para realizacdo dos experimentos de gPCR foi utilizado o equipamento StepOnePlus™
(Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA). Para determinar o desempenho
das reacdes de PCR comparando-se diferentes condi¢fes experimentais e ensaios foi necessario
a realizacdo da otimizacdo do protocolo de reagdo usado durante o estudo. Diversos fatores
foram levados em conta durante a avaliacdo para que pudesse ser obtido maior precisdo e
confiabilidade nos resultados produzidos: 1) Precisdo que é determinada e passivel de ser
corrigida quando a reacdo é feita em triplicata; 2) Eficiéncia, indicada pela inclinacdo (slope)
da curva padrdo e de outros parametros como R2 e Y-interceptor (ponto em que a curva corta
0 eixo Y), estes sdo calculados pela dilui¢do seriada, demonstrando o quanto um valor é
consegue predizer outro valor, estabelecendo uma boa confianca na correlacao de dois valores,
e; 3) Sensibilidade da analise estatistica, onde um grande numero de replicatas é necessario
para prover significancia estatistica.

Apos determinar o desempenho das reagGes que foram realizadas no equipamento
disponivel para uso, foi necessaria a otimizagdo do protocolo de gPCR e quantificacdo relativa,
que foi feita pelo método AACt. Inicialmente foi realizado a titulagdo dos primers, ou
experimento de Matriz de primers. Nesse experimento s&o utilizadas diferentes concentracdes
de cada primer reagindo com uma mesma amostra de cDNA. A concentragéo considerada ideal
é logicamente aquela que apresenta melhor rendimento, em outras palavras, um menor valor

de threshold cycle (Ct) e maior ARN. Durante a realizagdo do experimento de titulagdo ainda
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é possivel detectar formacédo de dimeros de primers e especificidade da reacéo, verificando a
formac&o de uma curva de melting Unica.

Apbs o término da titulagdo foi iniciado o experimento de eficiéncia da reagéo,
desenhado para garantir que o protocolo da reacdo esta otimizado em relagdo as concentracGes
dos componentes e se 0s primers desenhados para o estudo estdo corretos. Em uma reacdo com
eficacia dentro do esperado deve apresentar eficiéncia em um intervalo entre 90 e 110 %.
Qualquer variacao fora do esperado indica algum problema na reagdo em si ou que 0s primers
ndo sdo adequados para o uso. E necessario garantir a eficiéncia da reacdo para que os

resultados gerados possam ser comparaveis com outros e precisos.
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Tabela 4 - Sequéncia dos Primers dos genes utilizados no estudo em reagdes de gPCR

Simbolo do Gene Sentido Sequéncia (5’-3°) Temperatura
Alvo de Média de
Leitura Anelamento
GAPDH Forward CCG GTG CTG AGT ATG TCG 85,75 °C
Reverse CCC TGT TGC TGT AGC CGT A
COX-2 Forward TGA GTACCGCAAACGCTTCTC 80,35°C
Reverse TGGACGAGGTTTTTCCACCAG
IL-6 Forward GCT ACC AAA CTG GAT ATA 73,48°C
ATC AGG A
Reverse CAG GTA GCT ATG GTA CTC
CAG AA
iINOS Forward GGC AGCCTGTGAGACCTTTG 77,81°C
Reverse GCA TTG GAA GTG AAG CGT
TTC
NFxB Forward AGCCAGCTTCCGTGTTTIGTT 77,81 °C
Reverse AGGGTTTCGGTTCACTAGTTT
CC
TNF-a Forward TCT TCT CATTCCTGCTTGTGG 81,7°C
Reverse GGT CTG GGC CAT AGA ACT GA

4.9.6 Titulacdo dos Primers

As sequéncias dos primers dos genes GAPDH, COX-2, IL-6, iINOS, NF-kB e TNF-«

foram obtidas para expressdo génica via AACt por SYBR Green, gerando as sequéncias

forward e reverse (Tabela 4).
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A concentracdo considerada ideal de primers para utilizacdo na reacdo de qPCR deve
ser a minima capaz de promover a duplicacdo de todas as copias do gene presentes na amostra
utilizada. Para determinar tal concentracdo foram realizadas rea¢cdes com a mesma quantidade
de amostras de células estimuladas durante 48 horas com LPS utilizando as concentragdes de
100, 300 e 600 nM de cada primer, tanto na copia forward e reverse de cada um desses primers.
Para quantificar cada uma dessas reacdes foi utilizado o método Quantification — Relative
Standard Curve. As concentragdes consideradas 6timas foram as que o gene de interesse
apresentou Cycle threshold ou ciclo limiar (Ct) e ARN maior que 1, sem formagao de dimeros.
Na tabela a seguir estdo listadas as condic¢des 6timas que foram padronizadas para cada um dos

pares de primers a partir dos ensaios realizados.

Tabela 5 - Threshold, quantidade de primers e de cDNA e condi¢des de termociclagem padronizadas
para cada um dos primers a partir dos ensaios de curva padrao e otimizacéo para amplificacéo por qPCR

Nome do Gene Cycle Quantidade de primer Quantidade de Numero de ciclos
Threshold (nM) cDNA (ng) de desnaturacéo
GAPDH F 2,22 300 nM 100 40
GAPDHR 2,22 300 nM 100 40
COX-2 F 0,73 300 nM 100 40
COX-2R 0,73 300 nM 100 40
IL-6 F 1,30 600 nM 100 40
IL-6 R 1,30 100 nM 100 40
INOS F 1,02 300 nM 100 40
INOSR 1,02 300 nM 100 40
NF-«B F 0,80 600 nM 100 40
NF-«B R 0,80 600 nM 100 40
TNF-a F 1,40 600 nM 100 40
TNF-a R 1,40 300 nM 100 40

4.9.7 Ensaio de Eficiéncia

Ap0ds ser estabelecido a quantidade ideal de primers a ser utilizada em cada ensaio foi
entdo realizado o ensaio de eficiéncia da reacdo, de forma a verifica-la. Grandes quantidades

de cDNA foram necessarias para possibilitar esse experimento. Cada amostra foi obtida pela

33



extracdo de células em cultivo que foram inflamadas com LPS, o que resultou na expressao de
cada um dos genes que foi analisado. Foram realizados seis ensaios com diferentes
concentracdes de cDNA, sendo elas 200 ng, 100 ng, 25 ng, 12,5 ng e 6,25 ng de DNA diluido
em agua ultrapura (Invitrogen, Life techologies). Todas as rea¢fes foram quantificadas pelo

método Quantification — Relative Standard Curve ou quantificacéo relativa.

4.9.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real (qPCR)

Para realizar a detecgdo da expressdo génica por gPCR foi utilizado o sistema SYBR
Green Maxima SYBR Green/Rox qPCR (Thermo scientific, USA), de uso ja padronizado pela
equipe de pesquisa. Para cada reacdo foi utilizado 10 uLL de SYBR Master Mix (concentracdo
inicial 2x), 2 uLL de cada um dos sentidos dos primers (forward e reverse, 54M de cada); 6 UL
de cDNA (36 ng) e &gua ultrapura (Invitrogen, Life techologies) suficiente para completar o
sistema para 20 pL. Todos os ensaios de amplificacdo foram realizados em placas de 96 pogos
na plataforma StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied biosystems, USA). As reacoes
foram padronizadas em 10 minutos de amplificacdo a 95 °C seguidos por 40 ciclos de 15
segundos também a 95 °C, 1 minuto a 60 °C para anelamento e 30 segundos a 72 °C para
alongacao. O gene GAPDH foi utilizado como controle endégeno e os valores de Ct foram

obtidos segundo o0 método 2-AACt.

4.9.9 Expressao génica

Para analisar a expressao génica dos marcados inflamatorios estudados os dados de
quantificacéo relativa (Fold Change) foram calculados pelo método AACt, metodologia que
permite comparacéo relativa entre o grupo usado como controle negativo (grupo néo recebeu
o0 estimulo inflamatdrio). Nesse estudo os grupos calibradores foram nomeados NT (que nao
recebeu tratamento algum) e grupo LPS (que recebeu tratamento apenas com LPS), o controle
positivo desses experimentos.

Para facilitar a apresentacdo desses dados foi utilizada a seguinte terminologia

apresentada na tabela a seguir:
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Tabela 6 - Grupos Controle utilizados no estudo

Cddigo do Grupo

Descricéo

NT

N&o recebeu estimulo, Controle Negativo

LPS Estimulo com LPS, Controle Positivo

PTEt1 Tratamento com extrato etandlico de Pouteria torta na concentragdo de
0,078 mg/mL

PTEt2 Tratamento com extrato etandlico de Pouteria torta na concentracgdo de
0,039 mg/mL

PTEt3 Tratamento com extrato etandlico de Pouteria torta na concentragdo de
0,020 mg/mL

PRAqQ1 Tratamento com extrato aquoso de Pouteria ramiflora na concentracao
de 0,078 mg/mL

PR Aq 2 Tratamento com extrato aquoso de Pouteria ramiflora na concentracéo
de 0,039 mg/mL

PR Aq 3 Tratamento com extrato aquoso de Pouteria ramiflora na concentragéo
de 0,020 mg/mL

PREt1 Tratamento com extrato etandlico de Pouteria ramiflora na
concentragéo de 0,078 mg/mL

PREt2 Tratamento com extrato etandlico de Pouteria ramiflora na
concentracdo de 0,039 mg/mL

PREt3 Tratamento com extrato etandlico de Pouteria ramiflora na

concentragéo de 0,020 mg/mL
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Grupo calibrador 1:

- LPS/NT representa o nimero de vezes que o gene é mais (+) ou menos (-) expresso no Grupo
estimulado com LPS em relacdo ao Grupo NT, a fim de avaliarmos se o0 estimulo induzido com
LPS altera a expressdo dos genes em estudo.

- Extratos/NT ou PTEt1, PT Et2, PTEt3,PRAq 1, PRAg2 PRAQ3,PREt1, PREt
2, PR Et 3/NT representa o numero de vezes que 0 gene é mais (+) ou menos (-) expresso nos
Grupos tratados com os extratos em relagdo ao NT, a fim de avaliarmos se os extratos utilizados

alteram a expressao dos genes em estudo.

Grupo calibrador 2:

- LPS/Extratos ou ou LPS/PT Et 1, PT Et2, PT Et 3, PR AQ 1, PR Aq 2, PR Aq 3, PR Et
1, PR Et 2, PR Et 3 representa o0 nimero de vezes gque 0 gene € mais (+) ou menos (-) expresso
nos Grupos extratos em relacdo ao Grupo LPS, a fim de avaliarmos se os extratos utilizados no

tratamento das células inflamadas com LPS alteram a expresséo dos genes em estudo.

36



5 RESULTADOS

5.1  Avaliacdo de diferentes concentracdes celulares numa cinética de ativacdo da linhagem
celular J774A.1 com 1pg/mL de LPS

A concentracdo de células por poco utilizada poderia influenciar na producéo de 6xido
nitrico. Assim, com a finalidade de avaliar se o estimulo de LPS selecionado com base na
literatura pertinente era adequado a tal concentracao, foi construida uma curva de concentracdo
de células, todas estimuladas com 1ug/mL para avaliar qual concentragdo celular apresentava
a melhor producéo de 6xido nitrico.

Foram utilizadas as concentragdes de 5 x 10*, 5 x 10° e 5 x 10° nos tempos de 6, 24, 48
e 72 horas em placas de 12 pocos. O tempo de 72 horas foi descartado pois as células
visivelmente desprenderam-se do fundo da placa, tonando a medicdo da densidade 6tica (DO)
imprecisa. De acordo com os resultados apresentados na Figura 4, ndo houve diferenca
significativa na producédo de oxido nitrico em funcéo da variacdo da concentracao celular ou
de tempo, tendo sido selecionado entdo o tempo de 48 horas com a concentragdo de 5 x 108,
concentracdo verificada em trabalhos anteriores na literatura disponivel e padronizada em

outros experimentos realizados pela equipe de pesquisa.
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Figura 4 - Producdo de 6xido nitrico no sobrenadante de células J774A.1 em diversas concentragdes
celulares e em tempos de 6, 24 e 48 horas

Os resultados de NO foram expressos em pmol/L e representam a média + de trés experimentos
independentes
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5.2  Ensaios para avaliacdo da viabilidade celular apds interacdo com os extratos de plantas

5.2.1 Ensaio utilizando como reagente WST-8

4.2.1.1. Interacao dos extratos das plantas com o reagente WST-8

Os extratos de Pouteria torta e Pouteria ramiflora foram testados em diferentes
concentragdes de forma inicial. As concentragdes escolhidas foram as de 5, 2,5, 1,25, 0,625,
0,313, 0,156, 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL. Antes de serem testados com as células J774A.1,
foi necessario testar se havia algum tipo de interacdo quimica entre os extratos em suas diversas
concentragdes e o reagente WST-8 (Cell Counting kit-8) o que levaria a falsos resultados no
ensaio de citotoxicidade.

Durante o ensaio realizado foi considerado que ndo houve interacdo entre 0s extratos e
o reagente quando a absorbancia (Densidade Otica em filtro de 450 nm) foi inferior ou igual
ao branco, que era apenas pocos contendo o reagente WST-8. Foi obtido, durante o
experimento, uma absorbancia de 0,110 para o Branco, e as concentragcdes dos extratos que ndo
apresentaram interferéncia em relacdo ao reagente foram as de 0,020, 0,039 e 0,078 mg/mL
para o0s trés extratos vegetais testados, e para padronizacdo nos experimentos posteriores essas
foram as concentragdes utilizadas, mesmo levando em conta que ambos 0s extratos de Pouteria
ramiflora (PR Aq e Pr Et) também ndo apresentaram interacdo na concentracdo de 0,156

mg/mL (Figura 5).
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Figura5 - Analise da interacdo quimica entre os extratos de Pouteria torta (PT Et) e Pouteria ramiflora
(PR Ag e PR Et) nas diferentes concentraces utilizadas e o reagente de WST-8 (Cell Counting kit-8).
Os resultados foram expressos pela média £ DP das triplicadas de trés experimentos independentes

4.2.1.2. Efeito dos extratos das plantas sobre a viabilidade celular de J774A.1 pelo
método de WST-8

Uma vez determinado que as concentracdes dos extratos que apresentavam interacdo
quimica com o reagente por meio do experimento anterior, foi dado prosseguimento aos
experimentos, agora com a finalidade de avaliar se os extratos de Pouteria spp. apresentariam
acdo toxica sobre as células J774A.1, o que influenciaria os resultados posteriores. Foram
realizados diversos ensaios utilizando as concentracdes padronizadas de 0,020, 0,039 e 0,078
mg/mL, que seguindo 0 ensaio anterior ndo apresentaram interagdo com o reagente. Em todas
as concentraces testadas dos extratos, a viabilidade celular encontrada foi proxima ou superior

a 100 %, como apresentado na figura 6.
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Figura 6 - Efeitos dos extratos de Pouteria torta (PT Et) e Pouteria ramiflora (PR Ag e PR Et) sobre
a viabilidade celular de células J774A.1 nas concentragdes onde ndo existe interagdo quimica com o
reagente WST-8

Os resultados foram expressos como média + DP da porcentagem de células viaveis em quatro
experimentos independentes. A viabilidade celular foi apresentada graficamente comparada como uma
porcentagem do controle positivo (células sem qualquer tratamento que foram consideradas 100 %
viaveis)

5.2.2 Ensaio utilizando como reagente Vermelho Neutro

4.2.2.1. Interacdo dos extratos das plantas com o reagente Vermelho Neutro

Como forma de confirmar os resultados obtidos no experimento anterior, avaliando
entdo o efeito citotdxico dos extratos de planta utilizados, foi também realizado o teste de
incorporacdo do vermelho neutro, que assim como o WST-8 avalia viabilidade celular.
Novamente foi necessario avaliar se havia interacdo entre os extratos com o reagente vermelho
neutro para posteriormente utilizado para avaliar o efeito citotoxico extratos sobre as células
J774A.1. Nesse ensaio, assim como o anterior, foi considerado que ndo existia interagcdo
quimica quando a absorbancia estava abaixo daquela observada no branco. Analisando o ensaio
realizado, foi possivel concluir que ndo houve interacdo quimica entre o corante utilizado e
nenhuma das concentracfes dos trés extratos vegetais testadas, todas foram inferiores ao

branco, que teve absorbancia de 0,5 (D.O, em filtro de 492 nm), como mostrado na figura 7.
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Figura 7 - Interagdo quimica entre os extratos de Pouteria torta (PT Et) e Pouteria ramiflora (PR Aq
e PR Et) nas diferentes concentracdes utilizadas e o reagente vermelho neutro
Os resultados foram expressos como média + DP das triplicadas de trés experimento independentes

4.2.2.2. Efeito dos extratos sobre a viabilidade celular de J774A.1 pelo método de
Vermelho Neutro

Como forma de confirmar se os extratos de Pouteria spp. apresentam ou ndo atividade
toxica para as células, essas foram entdo testadas utilizando método de incorporacdo do
vermelho neutro, utilizando as concentracGes padronizadas com a outra metodologia para
confirmar o resultado obtido no ensaio utilizando o método WST-8.

Além das concentracfes padronizadas pelo método WST-8, as dilui¢bes de 5, 2,5, 1,25,
0,625, 0,313 e 0,156 mg/mL foram testadas com o objetivo de avaliar atividade citotoxica. Nas
concentragdes de 1,25, 2,5 e 5 mg/mL houve reducdo consideravel na viabilidade celular (dado
ndo apresentado), enquanto nas concentracdes de 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL, a viabilidade
mais uma vez se encontrou proxima de 100 %.

Com base nos resultados de viabilidade celular e citotoxicidade, as concentragdes dos
extratos que apresentaram efeito toxico para as células foram entdo excluidas, além daquelas
que tiveram interagdo quimica com os reagentes, dessa forma padronizando as concentracoes
de 0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL dos extratos PT Et, PR Ag e PR Et no tempo de 48 horas para

serem testadas nos proximos ensaios experimentais.
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Figura 8 - Efeitos dos extratos de Pouteria torta (PT Et) e Pouteria ramiflora (PR Ag e PR Et) sobre
a viabilidade celular das células J774A.1 com base no método de incorporagdo do vermelho neutro

Os resultados foram expressos como média + DP da porcentagem de células viaveis em trés
experimentos independentes. A viabilidade celular foi apresentada graficamente comparada como uma
porcentagem do controle positivo (células sem qualquer tratamento que foram consideradas 100 %
viaveis)
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5.3  Expressao génica

5.3.1 Quantificacao relativa dos transcritos dos genes NFkb, Tnf-o, /L-6, INOSe COX-

2 apos tratamento com extrato etandlico de Pouteria torta (PT Et)

Ao analisar a quantificacdo relativas dos transcritos dos cinco genes abordados durante
0 estudo apds o tratamento com o extrato PT Et nas concentracfes padronizadas foi possivel
verificar, de forma geral, uma reducdo no nimero de transcritos de todos os genes em relacdo
ao grupo tratado com LPS.

Quando comparado com o grupo calibrador 2 (LPS/Extrato PT Et) em cada um dos
genes estudados, foi observado que quando a concentracao do extrato igual a 0,078 mg/mL,
houve uma reducéo de 519 vezes na expressdo do NFxB em relagcdo ao grupo controle LPS,
além de reducGes de 27567,2 vezes na expressdo do IL-6, 80 vezes na expressdo de TNF-«,
1256 vezes na expressdo de iNOS e de 1182 vezes na expressdo de COX-2.

Na concentracdo de 0,039 mg/mL, em relacédo ao grupo calibrador 2 (LPS/PT Et 2), foi
verificada uma reducéo de 145 vezes na expressdo do gene NF«xB, reducdo de 2917,5 vezes na
expressdao de IL-6, reducdo de 38 vezes na expressdao de TNF-«, reducdo de 265 vezes na
expressao de iNOS e por fim reducdo de 329 vezes para o gene COX-2.

Para a concentracdo de maior diluicdo, 0,020 mg/mL, houve uma menor reducdo na
expressdo do nimero de transcritos dos genes analisados, como era esperado com base nos
dados produzidos por Teotdnio (2015). No tratamento com essa dilui¢do houve reducdo de 90
vezes na producdo de transcritos do NFxB, reducdo de 1488,9 vezes na expressdo de IL-6,
reducdo de 31 vezes na expressdo de TNF-a, reducdo de 175 vezes na expressao de iNOS e de
138 vezes na expressdo de COX-2. Tal reducdo pode ser observada ao verificar a figura 9.

De maneira geral, as concentracfes de menor diluigdo apresentaram maior desempenho

na reducdo do processo inflamatério induzido pelo LPS.
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Figura 9 - Expressdo génica de células J774A.1 48 horas apds tratamento com extratos de Pouteria
torta (PT Et) nas concentragdes de 0,020, 0,039 e 0,078 mg/mL

Analise estatistica ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni de multipla comparagdo, os
resultados de Quantificacdo Relativa em comparacdo com o LPS revelaram ****p < 0.001
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5.3.2 Quantificacao relativa dos transcritos dos genes NFkb, Tnfa, IL-6, INOS e Cox-

2 ap0s tratamento com extrato aquoso de Pouteria ramiflora (PR Aq)

Ao realizar a anélise da quantificacdo relativa dos transcritos dos genes de interesse no
estudo apoOs tratamento com o extrato PR Aqg nas concentracbes padronizadas pode ser
observado, mais uma vez, reducdo no nivel de expressdo dos cinco genes avaliados, indicando
diminuigdo no nimero de transcritos dos genes ligados ao processo inflamatério, um indicativo
de atividade anti-inflamatoria do extrato (Figura 10).

De forma inesperada, quando comparamos o grupo calibrador 2 (LPS/PR Aq 2) tratado
com o extrato na concentracdo de 0,039 mg/mL para todos os genes, foi aquele que apresentou
maior reducdo no numero de transcritos génicos. Nesse grupo foi constatado uma reducao no
namero de transcritos de NFxB de 267 vezes, seguido de uma reducdo de 9255,4 vezes na
expressao dos transcritos de IL-6, reducéo de 86 vezes para TNF-«, reducdo de 1490 vezes para
iINOS e finalmente reducéo de 990 vezes na expressao de transcritos do gene COX-2.

A concentra¢do mais diluida, 0,020 mg/mL, mais uma vez de forma inesperada, foi a
segunda a apresentar maior nivel de diminuicao na expressao no nimero de transcritos génicos,
gue mesmo menor que a apresentada pelos grupos LPS/PR Aq 2 ainda permanece significativa.
Houve reducédo na ordem de 220 vezes na expressao dos transcritos do gene NF«xB, reducdo de
6098,1 vezes na expressdo de transcritos de IL-6, reducdo de 49 vezes na expressdo de
transcritos de TNF-a, reducdo de 564 vezes na expressdo de transcritos de iNOS e por fim
reducdo de 460 vezes na produc¢do dos transcritos do gene COX-2.

Por fim o grupo LPS/PR Aq 1 foi aquele que apresentou menor reducdo na expressao
génica em todos os genes estudados, ainda que tal redugdo tenha sido extremamente
significativa. Nesses grupos, onde houve o tratamento com o extrato a concentracgdo de 0,078
mg/mL, foram verificadas reducfes na expressao génica na ordem de 120 vezes no gene NF«B,
1758,2 vezes nos transcritos do gene IL-6, 27 vezes nos transcritos do gene TNF-a, 172 vezes

para transcritos do gene iNOS e por fim de 147 vezes para COX-2.
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Figura 10 - Expresséo génica de células J774A.1 48 horas ap0s tratamento com extratos de Pouteria
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Anélise estatistica ANOVA de duas vias com poés-teste de Bonferroni de multipla comparagdo, o0s
resultados de Quantificacdo Relativa em comparacdo com o LPS revelaram ****p < 0.001
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5.3.3 Quantificacao relativa dos transcritos dos genes NFkb, Tnfa, IL-6, INOS e Cox-

2 apos tratamento com extrato etandlico de Pouteria ramiflora (PR Et)

Com base na quantificacéo relativa dos produtos da transcri¢cdo dos genes analisados
apos o tratamento com as diluicdes do extrato PR Et mais uma vez foi possivel verificar
significante reducdo no nivel de expressdo de transcritos dos genes em questdo, sendo que a
repressdo do gene IL-6 foi a mais significativa entre os trés extratos de plantas utilizados.

Dentre as concentragdes dos extratos testados, aquele que monstrou maior reducdo em
relacdo ao grupo calibrador 2 (LPS/PR Et 1). Para todos os genes avaliados, o grupo tratado
com o extrato diluido a 0,078 mg/mL, a reducdo no nimero de transcritos dos genes estudados
na ordem de 694,3 vezes para 0 NF«B, reducdo de 19.448.677 vezes para 0s transcritos do gene
IL-6 (maior reducdo observada no presente estudo), reducédo de 67 vezes para TNF-a, redugéo
de 1269 vezes para 0 iNOS e reducdo de 1060 vezes para producdo de COX-2 (Figura 11).

Como o esperado ao aumentar a diluicdo do extrato, que estava na concentracdo de
0,039 mg/mL, houve reducdo na expressdo do numero de transcritos dos genes NFkB, IL-6,
TNF-a, INOS e COX-2 em 336, 22862,9, 54, 685 e 627 vezes, respectivamente.

Como esperado, o grupo com maior diluicdo do extrato utilizado foi aquele que
apresentou menor capacidade de repressdo no numero de transcritos dos genes estudados. Esse
grupo, LPS/PR Et 3, grupo que recebeu o tratamento com o extrato na concentracdo de 0,020
mg/mL, reduziu a expressdo no nimero de transcritos do gene NFxB em 112 vezes, reduziu a
expressao do gene IL-6 em 3874,1 vezes, reduziu a expressdo do gene TNF-a em 20 vezes,
reduziu a expressao do gene iNOS em 98 vezes e por fim reduziu a expressao do gene COX-2

em 207 vezes.
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Figura 11 - Expresséo génica de células J774A.1 48 horas ap0s tratamento com extratos de Pouteria
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Analise estatistica ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni de multipla comparagdo, os
resultados de Quantificacdo Relativa em comparacdo com o LPS revelaram ****p < 0.001

48



5.4  Dosagem de Oxido Nitrico

Com a finalidade de mensurar os efeitos dos diferentes extratos na producéo de Oxido
Nitrico (NO), foi realizada a medi¢&o indireta desse metabdlito pela mensuracao da quantidade
de nitrito (NO?) utilizando o consagrado método de Griess.

Os resultados sdo apresentados abaixo na Figura 12, que evidencia a reducdo, em certos
casos maior do que em outros, a producdo do 6xido nitrico em todos os tratamentos,
principalmente nas concentragcdes mais baixas testadas.

O extrato PT Et foi capaz de produzir uma reducdo menos significativa da producédo de
oxido nitrico quando comparado com os demais extratos, sendo mais eficaz na concentracao
de 0,020 mg/mL, para as demais concentragfes também foram capazes de produzir redugéo na
producdo de NO, mesmo que em menor quantidade, dado compativel com o gerado pela
reducdo no nimero de transcritos na expressao génica, que indica que a concentracao de 0,078
mg/mL ¢é aquela com a maior capacidade de reducdo de expressao génica.

O extrato PR Aq apresentou uma maior reducdo na producdo de 6xido nitrico em
relacdo ao PT Et em todas as concentragdes testadas, sendo que a concentragdo 0,039 mg/mL
testada foi aquela que apresentou maior reducdo na producdo de NO.

E por fim, o extrato PR Et também foi capaz de inibir a producdo de NO de forma mais
eficiente do que o PT Et, sendo que a concentracdo de 0,078 mg/mL testada, apresentou uma
maior redugdo do que nas demais (Figura 12).

De maneira geral 0s extratos monstraram possuir uma atividade anti-inflamatéria sobre
as células da linhagem J774A.1, equivalente a mesma proporcao que seria esperada com base
nos dados gerados de expressao génica, como sera discutido na analise completa desses dados
em conjunto com os dados de expressao do gene iNOS.
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Figura 12 - Nivel de producdo de 6xido nitrico no sobrenadante de células da linhagem J774A.1 apds
48 horas de tratamento com os extratos PT Et, PR Aq e PR Et nas concentra¢des padronizadas (0,078,
0,039, 0,020 mg/mL) e estimulados com 1ug/mL de LPS.

Anélise estatistica ANOVA de uma via com pos-teste de Dunn de multipla comparacéo, os resultados
de NO em comparagdo com o LPS revelaram *p < 0.001
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6 DISCUSSAO

Doencas cronico inflamatdrias sdo importantes causas de morbidade e prejuizos nos
ambientes sociais e de trabalho, sendo responsavel pela morte de cerca de 35 a 52 milhdes de
pessoas todos os anos ao redor do planeta, sendo que pequenos processos inflamatérios
continuos podem ser considerados a grande causa da maior parte dessas enfermidades
(PRUIMBOOM; RAISON; MUSKIET, 2015).

Com isso em mente, diversos pesquisadores tém abordado linhas de pesquisa voltadas
para desenvolvimento de farmacos anti-inflamatdrios que ndo apresentem os efeitos colaterais
derivados do uso dos farmacos convencionais, como gastrite severa, Ulcera, nausea, entre
outros, de forma a tratar ou mesmo prevenir os sintomas ligados a diversas doencas
inflamatdrias. Como medicamentos com base em plantas ndo apresentam tais efeitos danosos
existe uma tendéncia natural a conducédo de investigacdes para a producdo de medicamentos
baseados em plantas (ALOLGA et al., 2015).

O levantamento de informacdes etnofarmacoldgicas ganha um destaque ainda maior
nesse cenario, o que possibilitaria identificacdo de varios produtos naturais usualmente
utilizados como farmacos, importantes candidatos para producdo de farmacos com menos
efeitos negativos mantendo a eficiéncia encontrada em drogas sintéticas. De fato, diversos
estudos tem sido bem-sucedidos no isolamento de compostos com atividade biolégica de
interesse para diversos campos, inclusive como agentes anti-inflamatorios que poderiam ser
usados para tratar diversas patologias (FERREIRA et al., 2013; KIM; PARK; KIM, 2013;
NGUTA et al., 2016).

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos anti-inflamatério e protetor
de extratos de duas espécies do género Pouteria, Pouteria torta e Pouteria ramiflora. Ambos
os extratos foram produzidos a partir da maceracdo de folhas de ambas as espécies, sendo que
foi produzido apenas extrato etandlico para a primeira espécie e para a segunda foi também
preparado extrato aquoso e etanolico. Macrofagos foram escolhidas como as células ideais para
realizacdo do estudo, uma vez que essas células sdo fontes de muitas citocinas diretamente
ligadas ao processo inflamatdrio, e por isso as células da linhagem J774A.1 foram escolhidas,
devido a sua alta resposta a tais estimulos (CHEN et al., 2012; SCOTECE et al., 2012).

O lipopolissacarideo, componente da parede celular de bactérias gram-negativas (LPS),
foi utilizado para estimular a resposta inflamatéria das células utilizadas. Ao serem estimulados

com LPS, macrofagos simulam a reacdo esperada durante a resposta inflamatéria, produzindo
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fatores pré-inflamatorios tais como NO induzido pela iINOS e com base nisso elementos
capazes de inibir a producdo ou liberacdo desse mediador, entre outros, ou que regule a
expressdo dos genes responsaveis por sua producdo ou outros genes inflamatérios como o
COX-2, podem ser considerados elementos com atividade anti-inflamatéria (JUNG et al.,
2009; SHAHBAZI et al., 2016; WONG et al., 2016).

Antes de dar-se inicio aos experimentos para verificar se a hipdtese de que os extratos
possuem efeitos anti-inflamatério e protetor em células da linhagem J774A.1 foi preciso
determinar a melhor concentracdo de LPS para uma reagdo inflamatéria das células. A
concentracdo escolhida para producao dos mediadores inflamatorios foi 1 pg/mL no tempo de
48 horas, seguindo diversos trabalhos na literatura que sugerem que esta seria a melhor
concentracdo para o estudo, além de possibilitar a discusséo dos resultados com outro trabalho
produzido pela equipe de pesquisa (BANJANAC et al., 2012; D’AGOSTINO et al., 2001b;
MUNIC et al., 2011).

A producdo de NO e expressdo génica pode ser influenciada pela quantidade de células
utilizadas em cada experimento, portanto foi fundamental a realizagdo de um ensaio para
verificar qual seria a concentragdo ideal para realizar os experimentos, levanto em conta o
tempo do estimulo, que também poderia influenciar os resultados. Por meio dos ensaios
realizados foi possivel verificar que a producdo de NO ndo variava de forma significativa
dependendo da quantidade de células ou tempo de estimulo, portanto foi escolhido a
concentracdo onde houve maior producdo do mediador inflamatério, excluindo o tempo de 72
horas foi nesse tempo as células tornavam-se inviaveis.

Exames pré-clinicos sdo vitais para assegurar a eliminacdo de componentes
inadequados para testes in vivo, de forma a reduzir testes ineficazes em animais e em humanos.
Técnicas de testes in vitro como exame inicial na avaliacdo de potenciais compostos
farmacéuticos tornavam-se padrdo no meio cientifico pois é possivel a selecdo de celulas que
simulem doencas especificas ou anormalidades. Testes in vitro sdo de grande importancia por
avaliar, além de possiveis efeitos positivos, efeitos de perfil toxico desses compostos. Para tal,
testes que avaliem efeito citotoxico desses compostos tornam-se essenciais para avaliar
farmacos em desenvolvimento (ALLEN et al.,, 2005; VAN TONDER; JOUBERT;
CROMARTY, 2015).

Com o objetivo de avaliar o potencial citotoxico dos extratos que foram utilizados
durante o estudo, dois métodos colorimétricos foram empregados para determinar a viabilidade

celular ap6s tratamento com tais extratos em diferentes concentragdes, de forma a eliminar
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aquelas que levavam a perda de viabilidade ao buscar as concentragdes com melhor atividade
bioldgica.

Os dois ensaios empregados no estudo foram o método WST-8 e 0 ensaio de
incorporacdo de vermelho neutro. O método WST-8 é um dos varios ensaios criados a partir
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazolium), método que mede
reducdo do tetrazolium em cristais insolGveis em organelas de células viaveis, padrdo-ouro para
testes de viabilidade e proliferacéo celular desde seu desenvolvimento por Mosmann durante a
década de 1980.

O ensaio de incorporacao do vermelho neutro foi realizado de forma a confirmar os
resultados obtidos com o método WST-8. Esse ensaio foi desenvolvido na Universidade
Rockefeller e baseia-se na incorporagéo do corante vermelho neutro realizada por lissosomos
de células viadveis, sendo um método com alta sensibilidade para deteccédo de viabilidade celular
(AKREMI et al., 2016; REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).

Na literatura ainda é escasso 0 numero de artigos que demostram atividades biolégicas
nas espécies Pouteria torta e Pouteria ramiflora, mesmo que alguns estudos recentes tenham
comecado a abordar modelos clinicos para demostrar tais efeitos. O estudo de Napolitano et al.
(2005) examinou o efeito de extratos hexanicos e etandlicos das folhas de exemplares de
Pouteria ramiflora, de forma semelhante a realizada nesse trabalho, em macréfagos J774A.1
estimulados com LPS (10 pg/mL) e IFN- vy. O referido estudo chegou na concluséo que, mesmo
ndo apresentando citotoxicidade ao ser avaliado por meio de MTT, os extratos ndo eram
capazes de reduzir a producdo de Oxido Nitrico, ao contrario do verificado no presente estudo
e também demostrado por Teotdnio (2015) em macrofagos RAW 264.7.

Souza et al. (2012) trabalharam com a atividade inibitdria da tirosinase dos extratos
aquoso, etanolico e hexanico de folhas e outros fragmentos de Pouteria torta e Pouteria
ramiflora, dentre outras espécies vegetais, e verificaram por meio de ensaio de MTT realizado
em células da linhagem HelLa que ambos 0s extratos ndo apresentavam efeitos citotdxicos,
além de serem eficazes na inibicdo da enzima estudada, em especial o extrato etanolico das
folhas de P. torta (SOUZA et al., 2012).

Os extratos hexanico, etanolico e aquoso de folhas dessas duas espécies mostraram
toxicidade quando testados em larvas de Artemia salina na concentracdo de 0,28 mg/mL, uma
fracdo muito superior a aquelas utilizadas durante o presente estudo (PERFEITO, 2005).

Ainda sobre a avaliagdo de citotoxicidade, Elias et al. (2013) testaram a atividade
citotoxica dos extratos etanolico, aquoso e hexanico de folhas de P. torta nas concentragdes de
0,1, 0,75, 0,5, 0,25 e 0,125 mg/mL com a finalidade de induzir morte celular em linhagens de
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células humanas cancerigenas, especificamente tumores orais e de mama. Em ambos os casos
foi demostrado efeito citotoxico para as células estudadas, evidenciando o potencial para
combate desses tipos de cancer, mais uma vez destacando a relevancia bioldgica do cerrado
brasileiro como fonte de moléculas bioativas (ELIAS et al., 2013).

Correia et al. (2016) trabalharam com o potencial antifingico de extratos de Pouteria
torta e Pouteria ramiflora, avaliando a acao desses extratos sobre o crescimento de culturas de
Candida albicans e outras espécies de fungo do género Candida. Nesse estudo foi demostrado
que ambos os extratos possuem tal atividade, e os extratos de Pouteria ramiflora demonstram
uma acao ainda mais eficaz contra espécies ndo albicans, mais uma vez demonstrando o
potencial dessas espécies de plantas (CORREIA et al., 2016).

Além disso, Fonte-Junior (2009) avaliou o efeito extrato etandlico de raizes de Pouteria
ramiflora sobre camundongos e ratos para verificar atividade antinociceptiva e anti-
inflamatdria. O extrato ndo demonstrou toxicidade, além de apresentar bons resultados para
ambas atividades, diminuindo contor¢Ges abdominais e, assim como demonstrado nesse estudo
e no estudo de Teotdnio (2015), reducgéo na producédo de NO.

Nesse estudo foi demonstrado que a producdo de 6xido nitrico aumenta de forma
consideravel em células estimuladas com LPS, que atuam como controle positivo, quando
comparadas com aquelas nédo tratadas, controle negativo. Diversos outros estudos corroboram
com tal resultado (AMANO; NODA, 1995; D’AGOSTINO et al., 2001b; KIM et al., 2007;
PARK et al., 2016; PUNTUREE; WILD; VINITKETKUMNEUN, 2004). Ficou demonstrado
que os extratos foram capazes de reduzir a producdo de 6xido nitrico em relacdo as células
tratadas com LPS e mesmo com aquelas ndo tratadas.

Além de afetar a producéo de NO, os extratos também demonstraram efeito inibitdrio em
relacdo aos genes abordados durante o estudo quando comparadas as células tratadas com LPS e
aquelas néo tratadas para a expressdo de mRNA transcritos dos genes iNOS, COX-2, NF«kB, IL-6 e
TNF-a.

Todos os extratos testados, PT Et, PR Aqg e PR Et, foram capazes de reduzir a expresséo de
transcritos dos genes estudados em todas as concentragdes utilizadas (0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL)
quando comparados com o controle positivo, 0 que esta parcialmente de acordo com a literatura,
considerando que Teotbnio (2015) também demonstrou reducdo no nivel de expressdo para esses
extratos, com excecdo do extrato PR Et, que naquele estudo demonstrou efeito inibidor dependendo
da concentracdo utilizada.

VariagOes no efeito desses extratos dependendo da dose utilizada ndo é algo de todo

inesperado, uma vez que os extratos estudados sdo fitocomplexos, compostos por diversos
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metabdlitos primarios e/ou secundarios das plantas que os deram origem. Eles sdo responsaveis,
em conjunto, pelo efeito biolégico de uma planta medicinal ou seus derivados, e a medida que
diluimos esses extratos alteramos o efeito de diversos metabolitos sobre as células, o que pode
explicar a modulacéo inesperada observada no extrato PR Agq (BRASIL, 2014b).

Esse efeito variavel pode ser associado com a concentracao de fitocompostos em relacao
ao alvo, criando uma variacdo semelhante ao chamado efeito prozona. O efeito prozona é um
fendmeno imunoldgico onde existe um desequilibrio entre a quantidade de antigeno e anticorpo na
reacao de aglutinacdo, sendo possivel casos onde o excesso de anticorpo provoque um desequilibrio
na ligacdo, diminuindo a eficiéncia, para citar uma das explicacdes possiveis (JACOBS et al.,
2015).

Dentro da literatura existem casos relatados de eventos similares, como um teste para efeito
protetor de Ig polivalente humano em camundongos neutropénicos NALN/c infectados com
Streptococcus pneumoniae. Doses de 50 e 100 g/camundongo foram eficazes, enquanto doses de
250 e 500 g/camundongo ndo apresentaram o mesmo efeito. Além desse exemplo também foi
encontrado na literatura um trabalho comparando a eficécia citotoxica de anticorpos biespecificos
anti-CD7 e anti-CD38 conjugados com Proteinas Ribossomais Inativadas derivadas de plantas
(RIP) ligadas a saponinas, formando a imunotoxina RIP-saporina. Nesse experimento houve efeito
prozona em concentragdes acima de 0,1 nM da imunotoxina, sendo invertido pelo aumento da
concentragdo de saporina no sistema (FLAVELL, 1995; TABORDA et al., 2003).

E possivel imaginar que um efeito semelhante aconteca com os extratos utilizados & medida
que estdo sendo diluidos, as diversas moléculas bioativas presentes entrando em equilibrio ao variar
sua concentracdo, chegando a um equilibrio semelhante ao observado na chamada de zona de
equivaléncia de Heidelberger-Kendall observada no efeito prozona classico. Resultados
semelhantes foram observados por Teotonio (2015).

Fitocomplexos sdo substancias formadas por diversos compostos bioativos e nédo
necessariamente aqueles de interesse para producdo farmacoldgica sdo aqueles presentes em
maior quantidade. Por esse motivo, € essencial a analise posterior de qualquer extrato candidato
a medicamento para se analisar qual fracdo do extrato apresenta tal atividade, sendo
metodologias como a Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC da sigla em inglés)
uma ferramenta atil para investigacdo (DONNO et al., 2016; FILHO; YUNES, 1998).

Quando comparamos a producdo de transcritos na expressdo génica podemos afirmar
que os trés extratos testados apresentam um nivel de inibicdo de producdo de mRNA de certa
forma semelhante, sendo que o extrato PR Et destoa dos outros em relacdo a seu nivel de
repressdo do gene IL-6. O extrato PR Aq é o menos eficaz na inibicdo da expressdo de
transcritos do génicos na maior parte dos genes estudados.
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O mediador inflamatdrio mais sensivel a presenca dos extratos foi a IL-6, gene que foi
fortemente suprimido por todos os extratos, em especial pelo PR Et. A IL-6 é uma citocina com
alta atividade pro-inflamatdria, sendo um importante indicador de resposta inflamatéria
(LOKAU; AGTHE; GARBERS, 2016; MUNIC et al., 2011).

Vérias vias inflamatorias, como a liberacdo de mediadores inflamatdrios como o 6xido
nitrico e prostaglandinas, expressao de citocinas como 0 TNF-« e a IL-6 séo regulados pelo
fator de transcricdo NFxB, gene altamente expresso por macrofagos ativados presentes em
diversas doencas inflamatérias e outras situacGes de desequilibrio, como doencas cronicas
(DEL PRETE, 2011; MARKS-KONCZALIK, J.; CHU, S. C.; MOSS, 1998).

Como é um fator ligado a expressdo de diversos genes pré-inflamatorios, € evidente
que substancias que inibam a expressdo do NFxB sao importantes candidatos a medicamentos
anti-inflamatorios (JOUNG et al., 2012; YUAN et al., 2013).

Ainda que em menor intensidade do que genes como o IL-6, os resultados apresentados
nesse trabalho demonstram reducao na expressao do mRNA do NFkB quando em comparagao
com o controle positivo, que tem esse gene ativado. Isso por si sO ja permitiria supor que 0s
extratos estudados apresentam ac¢do anti-inflamatoria, o que se torna ainda mais sélido quando
em conjunto com os demais resultados. A analise dos resultados leva a crer que os extratos
estudados sdo bons candidatos para tratar doencas inflamatérias, como também concluido por
Teotbnio (2015).

O nivel de expressdo dos demais genes inflamatérios analisados nesse estudo (COX-2,
IL-6, INOS e TNF-«) possivelmente foram diretamente influenciados pela inibicdo do NFkB,
ja que esse gene esta envolvido na expressao desses fatores.

Mesmo com os dados positivos em relacdo a expressdo génica, € necessario avaliar a
producdo de fatores inflamatérios de forma mais direta para poder avaliar o potencial anti-
inflamatorio de uma substancia. A andlise de producdo de NO é um bom alvo para essa
finalidade uma vez que compostos que diminuem sua producédo sdo candidatos atraentes como
agentes anti-inflamatérios (ELMANN et al., 2011; KIM et al., 2009).

Outras espécies do género Pouteria, como a P. campechiana e a P lucuma, tiveram
acdo bioldgica demonstrada em experimentos, incluindo acéo inibitéria em relagdo a producéo
de NO, demonstrando acdo anti-inflamatéria (MURAKAMI et al., 2005; ROJO et al., 2014).

O motivo pelo qual os extratos de Pouteria que foram utilizados nesse estudo
apresentaram atividade anti-inflamatoria e antioxidante como sugerido pelos resultados pode
ser derivado da presenca de compostos fendlicos, que modulam a via de sinalizagdo MAPK,

podem bloquear a produgdo de NFxB, podem suprimir citocinas e atividade de enzimas
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inflamatdrias como a INOS e COX-2. Em extratos de Pouteria o principal composto fendlico
presente sdo os flavonoides (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009; VERES, 2012).

Os dados presentes nesse estudo, em conjunto com outros trabalhos produzidos pela
equipe de pesquisa, indicam atividade anti-inflamatoria e antioxidantes dos extratos estudados,
sendo necessario estudos complementares para isolar as substancias responsaveis pelos efeitos

relatados (TEOTONIO, 2015).

57



7 CONCLUSAO

O objetivo do trabalho foi avaliar se os extratos estudados apresentavam atividade
protetora e/ou anti-inflamatoria e com base nos resultados apresentados durante o estudo é
possivel inferir que os extratos de Pouteria torta e Pouteria ramiflora, nas concentracdes de
0,078, 0,039 e 0,020 mg/mL apresentam tais atividades em célula da linhagem J774A.1. Além
de n&o apresentar toxidade as células estudadas, os extratos possivelmente diminuem o estresse
oxidativo nas celulas uma vez que diminuiram a produgdo de 6xido nitrico.

De forma complementar ao observado em relacdo a producdo de mediadores anti-
inflamatdrios € possivel afirmar que, no modelo celular estudado, os extratos possuem, nessas
concentrages, a capacidade de modular negativamente a expressdo do nimero de transcritos
de genes pré-inflamatorios. Os extratos inibiram a producdo de transcritos do fator de
transcricdo NFkB, além dos genes COX-2, IL-6, iINOS e TNF-a no modelo celular com
macrofagos J774A.1 estimulados com LPS, o que indica que esses fitocomplexos sdo possiveis
alvos terapéuticos.

Os dados apresentados nesse trabalho séo preliminares, ainda necessitando de estudos
complementares, entretanto sdo importantes para ressaltar a importancia de estudos de plantas

do Cerrado Brasileiro.
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