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RESUMO

A triagem de moléculas isoladas de vegetais é cada vez mais importante diante da
necessidade de descoberta de novas substancias para o desenvolvimento de medicamentos
eficazes e seguros, visando ao tratamento de varias doencas, incluindo as imunomediadas.
Estima-se que em todo o mundo milhares de pessoas sejam acometidas pela sepse, sendo uma
das principais causas de morte. Aqui foram avaliadas as atividades farmacol6gicas de
moléculas isoladas de vegetais e derivados sintéticos em ensaios in vitro de inibicdo da
producdo de NO por macréfagos e da proliferagdo de linfdcitos ativados. As moléculas
também foram avaliadas em modelo in vivo de endotoxemia induzida pelo LPS. Dentre as
moléculas testadas foram selecionadas 10 ativas in vitro (benzopirona, hidroxicumarina,
solidagenona, lapachol e seus derivados sintéticos a-lapachona, nor-lapachol, a-I-lapachona,
B-I-lapachona e isolapachol acetilado) ou in vivo (benzopirona, solidagenona lapachol e
derivados nor-lapachol e B-l-lapachona e o &cido betulinico). A benzopirona e o &cido
betulinico (AB) foram as moléculas mais ativas in vivo, protegendo os animais contra uma
dose letal de LPS e inibindo a produg&o de TNF-a. Estes efeitos foram correlacionados com o
aumento da producéo de IL-10 e camundongos 1L-107- ndo tiveram reducdo de mortalidade
quando tratados com AB, indicando o papel protetor desta citocina. Benzopirona e AB
inibiram a produgdo de TNF-o por macréfagos quando administradas in vivo, mas ndo in
vitro, sugerindo o metabolismo destas in vivo, gerando metabdlitos ativos. Em conclusdo,
identificou-se moléculas com agdo imunossupressora in vivo, inibindo a producdo de TNF-a e
potencialmente aplicaveis no tratamento da sepse.

Palavras-chave: sepse, produtos naturais, camundongos, benzopirona, acido betulinico e

citocinas.



ABSTRACT

The screening of bioactive molecules isolated from natural products have acquired a great
importance due to the need of discovering new chemical entities for the development of safe
and effective medicines, aiming at the treatment of several diseases, including the
immunomediated ones. It is estimated that thousands of people around the world suffer with
sepsis, one of the most important causes of death. In this work, were evaluated molecules
isolated from vegetables and synthetic derivatives in in vitro assays of inhibition of NO
production by macrophages and activated lymphocyte proliferation and in in vivo model of
LPS-induced endotoxemia. Among the molecules tested, we selected 10 with in vitro
(benzopyrone, hydroxicoumarin, solidagenone, lapachol and its syntethic derivatives a-
lapachone, nor-lapachol, a-I-lapachone, B-I-lapachoneandacetylated isolapachol) or in vivo
(benzopyrone, solidagenone, lapachol and derivatives nor-lapachol and B-1-lapachone and
betulinic acid) activities. Benzopyrone and betulinic acid (BA) were the most active
molecules in vivo, protecting mice challenged with a lethal dose of LPS and inhibiting TNF-o
production. These effects were related to the overproduction of 1L-10 and IL-107" mice were
not protected when treated with BA in comparison to the IL-10** treated with the drug,
indicating the importance of this cytokine in the protection. Both molecules, benzopyrone and
BA, inhibited the TNF-a production by macrophages when administered in vivo but not in
vitro, suggesting their metabolism in vivo, generating active metabolites. In conclusion, we
identified in vivo immunossupressor molecules, inhibiting the TNF-a production and with a
potential use in the treatment of sepsis.

Keywords: sepsis, natural products, mice, benzopyrone, betulinic acid and cytokines
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade mundial tem fornecido inimeros recursos para o tratamento e profilaxia de
diversas patologias, ao longo da histéria da humanidade. Nos primdrdios da civilizagdo
humana e por muito tempo 0s recursos naturais eram a Unica fonte de substancias para o
tratamento de doengas. Estima-se que a biodiversidade mundial seja composta por um
nimero de espécies vegetais e animais que varia entre 10 e 50 milhdes. Os recursos da
biodiversidade brasileira ainda ndo foram valorados e o pais apresenta-se megadiverso, diante
da grande diversidade biol6gica existente (GUARATINI, 2010).

O foco da indUstria farmacéutica esté voltado na atualidade para a biodiversidade como fonte
promissora de substancias quimicas, possiveis candidatas a novas moléculas bioativas a
serem utilizadas na producdo de medicamentos. Assim, tem sido bastante relatada na
literatura cientifica a importancia de moléculas derivadas de plantas e animais para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Deve-se considerar ainda o impacto no mercado
farmacéutico produzido pelas moléculas obtidas a partir de modificacfes quimicas de
estruturas isoladas de produtos naturais. Em geral essas modificagbes potencializam a
atividade e sdo consideradas moléculas obtidas por sintese quimica parcial (NEWMAN,
2007).

H& uma série de patologias para as quais ainda ndo ha tratamento adequado ou cujos
tratamentos séo feitos com drogas que, apesar de eficazes, apresentam elevada toxicidade. As
imunopatologias sdo incluidas nessa categoria de doenca e estdo presentes em todo o0 mundo,
afetando pessoas de todas as idades e etnias. Os tratamentos atualmente utilizados para as
doencas imunomediadas, apesar de eficazes para a maioria dos casos, apresentam ainda
elevada toxicidade, sobretudo devido ao longo periodo de tempo de utilizagdo das drogas.
Diante do exposto, a descoberta de novas moléculas ativas sobre o sistema imunoldgico é de
grande importancia social e econdmica (KRENSKY, 2006).

Moléculas isoladas de plantas e alguns derivados obtidos por sintese quimica tém se
mostrado promissores pela atividade produzida sobre componentes do sistema imune, em
ensaios in vitro, e também em ensaios pré-clinicos.

No presente trabalho, avaliou-se a atividade farmacolégica imunossupressora de moléculas
isoladas de vegetais e derivados sintéticos, em ensaios in vitro e em modelo de endotoxemia,
além da avaliacdo do perfil de produgdo de algumas citocinas in vivo para estudo do

mecanismo de agao de duas das moléculas ativas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Identificar e avaliar a atividade farmacol6gica imunossupressora de moléculas
isoladas de vegetais e derivados sintéticos, em ensaios in vitro e em modelo de

endotoxemia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Triar uma biblioteca de compostos naturais e sintéticos quanto a citotoxicidade,
atividade inibitéria de NO por macrofagos estimulados pelo LPS e IFN-y e
proliferacdo de linfocitos estimulados pela concanavalina A ou por reacdo mista

linfocitaria (RML).

e Avaliar os efeitos do tratamento com moléculas imunossupressoras, ativas in vitro ou
relatadas na literatura, sobre a mortalidade de camundongos desafiados com uma dose

letal de LPS.

e Analisar 0s mecanismos de agdo protetora do 4cido betulinico e da benzopirona em

modelo de endotoxemia.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUTOS NATURAIS E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Os vegetais tém sido utilizados como agentes medicinais desde os tempos mais remotos da
civilizagdo. Inicialmente, toda a base do conhecimento de uso era de cunho folclérico (LEE,
2004). No século X1X, com o isolamento dos primeiros principios ativos de vegetais, é que a
abordagem cientifica para essa area foi estabelecida. Até o advento da industria farmacéutica,
o0s produtos naturais eram a Unica fonte de recursos para o tratamento de doengas. De um
modo geral, sdo agentes ainda utilizados como profilaticos e curativos para patologias que
afetam grande parte da populagdo mundial, sobretudo em paises em desenvolvimento
(COSTA, 2004). Além disso, os produtos naturais sdo uma fonte de grande importancia para
a descoberta de novos medicamentos, havendo estimativas de que 31% das moléculas
descobertas entre os anos de 1991 e 2006 com atividades farmacoldgicas descritas foram
obtidas diretamente da natureza, derivadas dessa e obtidas a partir de processos de semi-
sintese ou tenham sido sintetizadas a partir modelos moleculares isolados de seres vivos
(NEWMAN, 2007).

Na atualidade, os produtos naturais tém um papel importante no processo de
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Desde os tratamentos para doengas
infecciosas até o cancer, ha uma predominancia de medicamentos desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir de produtos naturais. Assim, 0s recursos naturais permanecem como
fonte de busca de novas moléculas capazes de produzir atividade farmacoldgica, potenciais
candidatas a moléculas prot6tipos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Em relagdo ao potencial terapéutico dos produtos naturais, € possivel perceber o quanto a
natureza apresenta possibilidades de producdo de moléculas de elevada complexidade e
também capazes de estabelecer interacdo com os mais diversos sistemas bioldgicos.
Atualmente a indUstria farmacéutica retoma as atengdes para a importancia das fontes de
recursos naturais e intensifica a pesquisa de principios ativos derivados desses recursos. O
Brasil esta muito bem colocado dentro deste contexto, considerando-se que é o pais detentor
de uma megadiversidade, com o maior patrimdnio da flora mundial, apresentando cerca de
55.000 espécies de plantas catalogadas. Essa condigdo coloca o pais numa posicdo de
destaque e atrai a atencdo da indlstria farmacéutica para os recursos provenientes da
biodiversidade brasileira (MARINHO, 2008).



3.2 DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS

As doengas imunomediadas sdo um problema de salde em todo o mundo e crescem em
proporgdes epidémicas. Esse fato requer uma aproximagdo maior e mais agressiva das partes
envolvidas no processo de pesquisa e desenvolvimento com a finalidade de descoberta de
novas terapias. Dentre as patologias consideradas mediadas pelo sistema imune estdo a artrite
reumatdide, a diabetes mellitus tipo 1, o lGpus eritematoso sistémico, a esclerose maltipla, os
tumores sélidos, as doencas hematolégicas malignas, as doencas infecciosas e a asma, além
de vaérias condi¢des alérgicas. Nessa ampla gama de patologias imunomediadas ainda estdo as
complicacgBes decorrentes da rejeicdo a drgdos transplantados, importante barreira ao uso de
transplantes alogénicos. A utilizagdo de drogas imunossupressoras diminui a resposta imune
em doengas imunomediadas e também em transplantes de érgdos. Na prevencgdo da rejeicdo a
transplantes, as drogas utilizadas atualmente sdo os corticoides, os inibidores da calcineurina,
0s agentes antiproliferativos/antimetabdlicos e as terapias com anticorpos. Essas substancias
apresentam um elevado grau de sucesso nos tratamentos clinicos da rejeicdo aguda ao
transplante de 6rgaos e das doengas autoimunes. Entretanto, o tratamento com essas drogas é
longo e a supressdo imune deixa o paciente em condi¢do de elevado risco a infecgbes e
também ao céancer. Os inibidores da calcineurina e os corticoides, especialmente, s&o
nefrotoxicos e diabetogénicos, respectivamente, o que restringe o0 uso em diversas condi¢des
clinicas (KRENSKY, 2006). Portanto, é de grande relevancia a busca por novas moléculas,

candidatas a farmacos imunossupressores que apresentem eficacia e menor toxicidade.

3.3 FISIOPATOLOGIAS DAS SEPSES

O termo sepse designa uma resposta imunoldgica sistémica a uma infeccdo que pode ter
sérias consequéncias, desde a faléncia multipla de drgdos até a morte. A sepse é uma das mais
frequentes causas de complicagdes cirlrgicas em pacientes e uma das principais causas de
morte em unidades de terapia intensiva. E definida como uma sindrome clinica e
caracterizada pela presenca de infeccdo e consequente resposta inflamatdria exacerbada do
hospedeiro. A sepse pode ser causada pela infec¢do por bactérias Gram positivas e negativas,
por fungos ou virus (TSIOTOU, 2005; NEMZEK, 2008).

A reacdo normal do hospedeiro envolve diversos processos mediados pelo sistema imune

que, em caso de deficiéncias, pode permitir o estabelecimento de uma infeccdo. No entanto,



respostas extremas podem causar danos ao hospedeiro por conta da secre¢do exacerbada de
substancias inflamatorias. A sepse resulta da liberacdo extensiva de mediadores inflamatdrios
em resposta & invasdo microbiana. Os mecanismos apresentados pelo hospedeiro contra o
invasor vao desde a liberagdo de citocinas, ativacdo de neutréfilos, mondcitos e células do
endotélio microvascular como também a ativacdo de fatores neuroendécrinos e do plasma,
proteinas do sistema complemento, ativadores da coagulacdo sanguinea, além do sistema
fibrinolitico (TSIOTOU, 2005).

A invasdo da corrente sanguinea por microorganismos ndo é condigdo fundamental para o
aparecimento da sepse, pois 0 hospedeiro pode produzir uma resposta eficiente, eliminando-
0. A mediagdo do processo ocorre por diversos sinais que sdo rapidamente amplificados,
propagando-se além dos tecidos invadidos. Febre ou hipotermia, taquipneia e taquicardia em
geral sinalizam o inicio da sepse como resposta sistémica a invasdo microbiana. Assim, a
sepse € caracterizada pela presencga de infeccdo com resposta inflamatéria sistémica. Quando
0s mecanismos de manutengdo da homeostase corporal falham, pode-se instalar um quadro
definido como sepse grave, em que ha a presenca de disfuncdo de dérgdos. Desequilibrios
adicionais conduzem ao choque séptico, caracterizado pela disfuncdo de outros 6rgdos e
hipotensdo, que conduz a uma falha na circulagdo sanguinea e aumenta o risco de morte. A
sepse em geral é reversivel, mas o choque séptico ndo, apesar das terapias adotadas
atualmente (MUNFORD, 2002; VINCENT, 2008).

A resposta do hospedeiro a antigenos do invasor ou a danos causados por trauma e
isquemia/reperfusdo produzem rapidamente a ativacdo da resposta imune inata e a liberagdo
de diversos mediadores humorais. As manifestagbes da resposta séptica em geral sdo mais
intensas que a da doenga subjacente e infeccdo priméria do paciente. Todos os mediadores
inflamatérios atuando conjuntamente durante a sepse produzem danos microvasculares,
conduzindo o tecido/érgdo a isquemia, disfuncdo e/ou falha de multiplos &rgéos.
Clinicamente, a resposta sistémica intensifica-se com o tempo, evoluindo de uma forma leve
(sepse) até a forma mais grave (choque séptico). A hiperventilagdo é um sinal inicial e pode
ser seguido de desorientacdo e confusdo. Outras manifestagdes de encefalopatia podem se
desenvolver precocemente na sepse, sobretudo em idosos e portadores de deficiéncias
neurolégicas (TSIOTOU, 2005; MUNFORD, 2002).

Tecidos periféricos ficam predispostos & acrocianose e & necrose isquémica em decorréncia
da hipoventilagdo e da coagulagdo intravascular disseminada. Nauseas, vomitos, diarréia e
ileo paralitico sdo manifestagcBes gastrintestinais comuns no paciente séptico. Pode haver

também desequilibrios no aparelho cardiopulmonar em decorréncia da desigualdade



ventilag&o-perfusdo, que conduz a uma queda na PO arterial. A hipotensdo induzida na sepse
é decorrente, em geral, da ma distribuicdo do fluxo e volume sanguineo e da hipovolemia
decorrente do extravasamento capilar difuso do liquido intravascular. Alguns fatores que
também influenciam o extravasamento capilar sdo a desidratacdo pela doenca pré-existente
ou ainda por perdas insensiveis (vomito, diarreia e politria). Sobre o aparelho renal, com
grande frequéncia, observa-se oligdria, azotemia, proteindria e cilindros urinarios
inespecificos. Em termos laboratoriais, precocemente podem ser achados leucocitose,
trombocitopenia, hiperbilirrubinemia e proteindria. E possivel que se desenvolva leucopenia.
A trombocitopenia pode ser agravada a medida que a resposta séptica evolui, tornando-se
mais grave. Esse quadro, em geral, é acompanhado de aumento no tempo de trombina,
fibrinogénio diminuido além da presen¢a de dimeros D (produto da degradagdo da fibrina),

sugerindo um quadro de coagulacéo intravascular disseminada (MUNFORD, 2002).

Tabela 1. Definigoes usadas para descrever o distirbio do paciente com sepse

Sindrome de  resposta Dois ou mais dos seguintes disturbios: (1) febre (temperatura axilar >37,6°C) ou hipotermia

inflamatéria aguda (SIRS) (<36°C); (2) taquipnéia (mais de 24 incursdes/min); (3) taquicardia (frequéncia cardiaca > 90
bpm); (4) leucocitose (>12.000/pL), leucopenia (<4.000/pL), ou bastdes > 10%. Pode ou néo ter
etiologia infecciosa

Sepse SRIS com etiologia microbiana provada ou suspeita

Sepse grave Sepse com um ou mais sinais de disfuncdo de drgdos (como acidose metabélica, encefalopatia
aguda, oliguria, hipoxemia ou coagulagdo intravascular disseminada) ou hipotensao

Chogue séptico Sepse com hipotensdo (pressdo arterial sistolica de < 90 mmHg ou menos de 40 mmHg da
pressdo arterial normal do paciente) que néo responde a reanimagado com liquidos, acompanhada
de disfuncéo de 6rgéos

Fonte: MUNFORD, 2002

E comum a presenca de sepse em pacientes que apresentam outras doengas. Aponta-se que
um percentual de 15 % dos pacientes com sepse apresentam cancer ou diabetes como co-
morbidades. Em relagdo a idade, casos de sepse sdo mais comuns em individuos de faixa
etaria mais elevada, chegando a ser apontado, por alguns trabalhos da literatura, que
individuos com idade superior a 65 anos sdo mais propensos a desenvolver a sindrome. Em
relacdo ao sexo, de acordo com trabalhos que relatam experiéncias clinicas, pelo menos 50 %
dos casos ocorrem em pacientes do género feminino (ZANOTTI-CAVAZZONI, 2009).

Sepse é uma sindrome comum, com ocorréncia de aproximadamente 751.000 casos de sepse
grave nos Estados Unidos. Destes, estima-se que 9 % dos casos de 6ébito tenham a sepse
grave como causa. Este nimero é bastante elevado, j& que é equivalente ao nimero de mortes
causadas pelo infarto agudo do miocardio (LAMONTAGNE, 2008). Informagdes da



literatura cientifica indicam que, na Europa, cerca de 30 % dos pacientes admitidos em
unidades de terapia intensiva desenvolvem sepse grave durante o periodo de internamento.
No Reino Unido, 27 % dos pacientes de unidades de terapia intensiva tém sepse grave nas
primeiras 24 horas de admissdo. Os percentuais de casos de sepse grave em outros paises
sofrem variagdes que vdo de 8 % na Eslovaquia a 17 % no Brasil. Esses valores ndo sdo
absolutos, considerando que muitos foram referentes a pacientes admitidos em periodo p6s-
operatorio que apresentam menores taxas de sepse. A literatura é consensual em relagdo ao
risco de morte causado pela sepse, estimado em 27 %, podendo aumentar para 32 % em caso
de sepse grave e ainda chegar a 54 % para pacientes com choque séptico (VINCENT, 2008).
Dados mais recentes do Sistema de Informagdes de Mortalidade do Ministério da Saude do
Brasil indicam que aproximadamente 220.000 pessoas morrem em decorréncia de sepse no
pais. Segundo o ultimo relatério do Instituto Latino-Americano da Sepse, 48,7% dos
pacientes com sepse grave e 65,5% dos com choque séptico, morrem no Brasil. No mundo,
essas taxas estdo em 23,9% e 37,4%, respectivamente (LATIN AMERICAN SEPSIS
INSTITUTE, 2010).

3.4 MECANISMOS DESENCADEADORES DA SEPSE

3.4.1 Estimulagéo via LPS

O lipopolissacarideo (LPS), componente predominante da parede celular das bactérias Gram
negativas e também potente ativador de resposta do sistema imune, é um dos fatores que
desencadeiam a sepse. Esta molécula consiste de uma regido polissacaridica ligada & por¢do
externa da parede celular bacteriana através de uma porcdo denominada lipideo A ou
endotoxina. Essa molécula é um dissacarideo de glicosamina ligado a acidos graxos
hidroxilados que posteriormente sdo substituidos por &cidos graxos ndo-hidroxilados. A
forma mais imunogénica do lipideo A contém seis grupamentos acil-graxos (forma hexa-
acilada) e é encontrada em bactérias como Escherichia coli e espécies do género Salmonella.
Quando o lipideo A é composto por quatro ou cinco grupamentos acidos, a resposta
imunoldgica do paciente é menor e pode inclusive reduzir de forma dose-dependente a
intensa resposta desencadeada pela estimulagdo com cadeias hexa-aciladas (ATABEK, 2008;
COATS, 2005; D’ORIO, 1987; MILLER, 2005).
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Figura 1. Estrutura do lipopolissacarideo.
Fonte: Miller 2005

Além do lipideo A, a molécula de LPS é composta por duas outras por¢des: antigeno-O e
nlcleo oligossacaridico. As formas menos imunogénicas do lipopolissacarideo tém recebido
atengdo como potenciais agentes terapéuticos para o tratamento, desde antes do conhecimento
da sua agdo antagonista (MILLER, 2005).
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Figura 2. Estrutura do lipideo A, agonista hexa-acilado de E. coli e antagonista penta-acilado de P.

aeruginosa. Fonte: Miller, 2005.

O LPS liga-se a proteina ligadora de lipopolissacarideo (LBP) e o complexo assim formado
liga-se ao CD-14 livre no plasma ou ligado a superficie de fagdcitos. O CD-14 transfere-o
para o MD-2, formando o complexo endotoxina-MD-2, que interage com o TLR-4 (Toll-like
receptor-4). A ativagdo deste receptor desencadeara a ativagcdo do NF-kB e sua translocacdo
para o nucleo, podendo este processo ocorrer na auséncia da LBP e CD-14, mas na
dependéncia de uma grande quantidade da endotoxina (lipideo A). Esta molécula liga-se a
proteina MD-2 e induz a alteragdo conformacional que inicia a oligomerizagéo e a sinalizagéo
disparada pelo TLR-4. O lipideo A de baixa imunogenicidade parece utilizar pelo menos duas
vias distintas para bloquear a ativacdo do TLR-4 dependente do LPS. O mecanismo principal
baseia-se na competicdo direta da endotoxina hexa-acilada com a endotoxina tetra ou penta-
acilada pelo mesmo sitio da proteina MD-2, ao passo em que um segundo mecanismo estaria
baseado na capacidade do complexo endotoxina tetra ou penta-acilada-MD-2 inibir a fungéo
do complexo endotoxina hexa-acilada/MD-2 junto ao TLR-4 (COATS, 2005;
TEGHANEMT, 2005; VISINTIM, 2005; SAITOH, 2004; ATABEK, 2008).
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Figura 3. Mecanismo de ativagao de fagécitos pelo LPS através da interacdo com a LBP e associacdo com
CD-14 e TLR-4/MD-2. Fonte: Aderem, 2000.

Caso a infec¢do seja produzida por bactérias Gram positivas, a estimulagdo ndo é produzida
por LPS e sim por exotoxinas que atuam como superantigenos e também por outras
moléculas provenientes da membrana celular, liberadas sob a forma de fragmentos, como

peptidoglicanos, &cidos teicoicos e acidos lipoteicoicos (TSIOTOU, 2005).

3.4.2 Mediacao celular na sepse

3.4.2.1 O macréfago

Pela sua agdo fagocitica, 0 macréfago é uma célula de grande importancia para o sistema
imunoldgico, pois esta sempre disponivel para combater uma ampla variedade de patégenos
sem requerer uma exposicdo prévia, sendo portanto um componente essencial do sistema
imune inato. E esta célula que faz o reconhecimento de antigenos, no organismo do
hospedeiro, regulando inicialmente o processo inflamatério através da producéo e liberagdo
de citocinas e também pelo efeito que exerce em outras células, como, por exemplo,
linfécitos T através da sua atuacdo como células apresentadoras de antigeno (TSIOTOU,
2005).



Os mondcitos sdo a principal fonte dos macréfagos teciduais tanto em processos infecciosos
quanto em outras patologias imunomediadas. A diferenciacdo e a ativacdo destas células
dependem do seu local do crescimento e dos fatores de diferenciacdo presentes, dos
receptores expressos, das vias de sinalizagdo e também dos fatores de transcrigdo ativados. A
migracdo destas células para o local da infeccdo contribui para uma resposta a inflamagéo
aguda e cronica tanto em termos locais quanto sistémicos. Assim, os macréfagos participam
tanto na resposta inata do organismo quanto na resposta adaptativa. Essas células séo capazes
de potencializar a atividade citotéxica e antimicrobiana, promover o remodelamento tissular
além de debelar inflamagdes e iniciar processos de reparo tecidual.

Ha diferencas morfoldgicas e fenotipicas nos macréfagos, a depender do 6rgdo em que se
encontram e também da interagdo com a matriz e com outras células. S&o células que
biossintetizam e expressam grande quantidade de receptores além de reconhecerem antigenos
como proprios e ndo proprios. Além de fungbes como endocitose, fagocitose e secrecdo de
diversas substancias (citocinas, fatores de crescimento e outros metabdlitos), os macréfagos
desenvolvem fungdes toxicas e benéficas ao organismo, enquanto células mononucleares
independente da sua fase de desenvolvimento. Na superficie destas células sdo expressadas
muitas moléculas de receptores (TLR, RIG-I-like e Nod-like) e também do sistema
complemento, além de lectinas.

Dentre as substancias secretadas pelos macrofagos estdo enzimas antibacterianas e
proteoliticas, quimiocinas, citocinas antiinflamatérias (IL-10 e TGF-p), proinflamatorias (IL-
1B, TNF-a e IL-6), espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e metabdlitos do &cido
araquiddnico (GORDON, 2010). Além de efeitos locais, as citocinas secretadas pelos
macréfagos também produzem efeitos sistémicos, contribuindo para a defesa do hospedeiro
contra o patégeno. Um dos efeitos é a elevacdo da temperatura corporal, mediada pelo TNF-
a, IL-1 e IL-6 além de outras citocinas, os denominados pirégenos endégenos, ja que
produzem febre e ndo sdo derivados de fontes bacterianas. A elevagdo da temperatura
corporal é benéfica para o hospedeiro ja que a maioria dos patégenos desenvolve-se melhor
em baixas temperaturas além das respostas imunes adaptativas serem melhores a
temperaturas mais elevadas.

O TNF-q, a IL-1 e a IL-6 juntos desencadeiam uma reacdo conhecida como resposta de fase
aguda. Nesta, algumas proteinas produzidas pelos hepatécitos (proteina C reativa e lectina
ligadora de manose além das proteinas surfactantes A e D) sdo liberadas no plasma. A
proteina C reativa é componente da familia das pentraxinas (cinco subunidades idénticas) e

liga-se & porc¢do fosforilcolina de certos polissacarideos da parede celular de alguns fungos e



bactérias. Apesar de presente em polissacarideos de células de mamiferos, a fosforilcolina
nesta condic¢do encontra-se de uma forma que ndo pode se ligar & proteina C reativa. Quando
a proteina C reativa liga-se a uma bactéria, ela é capaz ndo s6 de opsonizé-la, mas também de
ativar a cascata do sistema complemento a partir da interacdo com o primeiro componente da
via classica, 0 C1q. A proteina ligadora de manose (MBP) é encontrada em baixos niveis no
soro normal e tem sua producdo aumentada durante a resposta de fase aguda. Esta proteina
age como opsonina para 0s mondcitos que, ao contrario dos macréfagos teciduais, ndo
expressam o receptor de manose (TSIOTOU, 2005; WARD, 2004; NETEA, 2003;
JANEWAY, 2002; BLACKWELL, 1996).

As proteinas surfactantes A e D pertencem & classe das colectinas, capazes de se ligar a
superficie dos patdgenos atraves dos dominios globulares ligados a uma haste semelhante ao
colageno. Em um periodo de um a dois dias, através da resposta de fase aguda, o organismo
tem disponibilizado duas proteinas com propriedade funcional de anticorpos, mas sem
diversidade estrutural e que podem se ligar a diversos patégenos. Estas moléculas produzidas
ndo tém diversidade estrutural nem especificidade, sendo produzidas em resposta a
estimulagdo produzida pelo TNF-o, IL-1 e IL-6. A longo prazo, as citocinas produzidas
induzirdo uma leucocitose, com aumento de neutréfilos circulantes (JANEWAY, 2002).

A estimulacdo excessiva, prolongada e desregulada de macréfagos, em adi¢do ao efeito de
outras células ativas (leucdcitos e células do endotélio microvascular) libera uma série de
mediadores inflamatérios como o TNF-a, IL-1 e IL-6, que apresentam agdo sinérgica,
potencializando o processo inflamatério, incluindo a sepse (TSIOTOU, 2005). Estas células
sdo ativadas em um primeiro estagio, de diferencia¢do, por fatores como o GM-CSF e M-
CSF; em um segundo estagio pelo IFN-y (ativagdo classica de macrofagos) ou IL-4 e 1L-13
(ativagdo alternativa de macr6fagos) e ainda em um terceiro estagio pela via TLR, através de
estimulo apresentado, que promove a inducdo da via classica ou alternativa do sistema
complemento (GORDON, 2010).

3.4.2.2 Neutrofilos

Os neutr6filos pertencem a classe dos leucdcitos, células da linhagem branca que sdo
originadas da medula 6ssea e que migram da corrente sanguinea para os tecidos através da
adesdo as células endoteliais (JANEWAY, 2002). Os neutréfilos ocupam um papel de grande
importancia enquanto células mediadoras da resposta imunolégica e além de produzirem e

secretarem citocinas, proteases e espécies reativas derivadas do oxigénio, sdo capazes de



atuar contra outras células, produzindo danos a essas. Em condi¢g@es normais, neutrofilos
interagem com células endoteliais da microvasculatura, porém quando ativados ou se as
células endoteliais microvasculares estdo sob influéncia de citocinas, neutréfilos funcionam
como potentes mediadores de danos causados a microvasculatura. Ha diferentes fases da
interacdo dessas células, podendo ser divididas em: fase de rolamento, adesdo ao endotélio
venular, ativagdo, agregacdo e transmigracdo através das jungbes celulares endoteliais, em
direcéo ao local em que se encontra o patogeno. Estas alteragfes resultam na oclusdo venular,
causando isquemia tissular. Proteases secretadas por neutrdfilos e espécies reativas do
oxigénio agem sinergicamente sobre o endotélio venular causando danos, promovendo a
formac&o de espacos intercelulares e aumentando assim a permeabilidade vascular. Tem sido
descrito na literatura que, em pacientes sépticos, os neutréfilos apresentam uma disfuncéo
caracterizada por diminuicdo quimiotatica e metabolismo celular alterado (producdo de
radicais superoxidos e peréxido de hidrogénio e alteragdo do contelido enzimatico e da
atividade microbicida). Essas alteracdes funcionais das caracteristicas dos neutr6filos tornam-
0s incapazes de defender o hospedeiro contra microorganismos invasores, 0 que caracteriza
uma imunossupressao (sobretudo no UGltimo estagio da sepse, 0 que complica o progndstico
do paciente), enquanto estas mesmas células continuam com atividade antiinflamatéria
potente e produzindo uma inflamacéo excessiva, descontrolada e sistémica, que produzird
danos teciduais e disfuncéo de 6rgdos (TSIOTOU, 2005).

3.4.2.3 Células do endotélio microvascular

Em estado normal, as células do endotélio microvascular apresentam fungdes de grande
importancia para a homeostase. Sob disfuncées, apresentam papel fundamental, sobretudo no
desenvolvimento da sepse. Nessa condi¢do, os danos a essas células sdo resultantes da
producdo de diversas substancias toxicas (radicais livres do oxigénio, derivados do &cido
araquiddnico e produtos do metabolismo anaerébico e da acidose lactica), da ativacdo do
sistema complemento, da agregagdo plaquetaria, da ativacdo de neutréfilos e da produgéo de
citocinas por mondcitos. Como resultado, as células endoteliais podem produzir mediadores
inflamatérios, em um processo denominado como ativagdo de células endoteliais ou
inflamacdo intravascular maligna, com alteracdo e producdo de substincias vasoativas,
expressdo de moléculas de adesdo e de mediadores quimicos inflamatérios, o que tera efeito
pré-coagulante. Todas essas alterag@es acabardo por produzir um aumento na permeabilidade

vascular, resultando na formacgéo de edema e consequente hipotensdo por perda de liquidos



para os espacos intersticiais. Hipotenséo e complicacGes na perfusdo sdo potencializadas pela
vasodilatacéo periférica, produzida pela liberacdo de cininas, histamina e outros peptideos
vasoativos durante a ativacdo da cascata inflamatéria. As interagdes entre macréfagos,
neutréfilos e células endoteliais potencializam o processo inflamatério (TSIOTOU, 2005).

3.4.3 Mediadores solUveis da sepse

3.4.3.1 Sistema complemento

Vérias proteinas plasmaticas compdem o sistema complemento, componente do sistema
imune inato, e reagem conjuntamente opsonizando agentes patogénicos que serdo
posteriormente ingeridos por fagocitos. A opsonizagdo é o processo de marcagdo da
superficie de patégenos através da fixacdo de opsoninas ou fragmentos do complemento,
permitindo a fagocitose e facilitando a acdo do sistema imune. No caso de bactérias, apds
opsonizadas, sdo destruidas por macréfagos e neutréfilos. Apds opsonizagdo, uma série de
respostas inflamatdrias é produzida, o que auxiliara no combate a infeccdo (JANEWAY,
2002).

Muitas dessas proteinas do sistema complemento sdo denominadas zimdgenos, foram
inicialmente identificadas no estdmago e estdo amplamente distribuidas nos tecidos e fluidos
corporais sem efeitos prejudiciais. Sdo ativados através de cascata enzimatica nos sitios de
infeccdo, produzindo potente efeito inflamatério. Nessa cascata, uma enzima ativa do
complemento é produzida a partir da clivagem do seu precursor zimdgeno que cliva seu
substrato, outro zimdgeno do complemento, em sua forma enzimaticamente ativa (WARD,
2004).

Existem trés formas, dependentes de diferentes fatores, e produtoras do mesmo grupo de
moléculas efetoras, a partir das quais o sistema complemento pode ser ativado na superficie
de patdgenos. A primeira delas é a via classica, em que grande quantidade de moléculas do
complemento é ativada, ligando-se através de ligagces covalentes a superficie do patogeno,
opsonizando-o e ativando a fagocitose destes. A segunda forma, denominada via da lectina
ligadora de manose (MB-Lectina), uma lectina sérica ou ficolina (similares as lectinas
ligadoras de manose) liga-se a carboidratos de bactérias ou virus, que conttm manose,
resultando na ativagdo das MASPs (serina proteases) com consequente interagdo com outras

proteinas no sistema complemento. A terceira via, denominada alternativa, € ativada quando



proteinas componentes do complemento, ativadas espontaneamente, ligam-se a superficie de
patégenos (bactérias ou fungos), formando poros (JANEWAY, 2002).

Todas as trés vias levam & formagdo do C3 e a partir da clivagem originam C3a, C3b, Cba,
C5b e C5b-9. Este tltimo, denominado complexo terminal de ataque & membrana, é ativo
contra bactérias Gram negativas. A sepse é um exemplo de reagdo exacerbada do
complemento e do sistema inflamatério. H& fortes indicios de que a ativagcdo do complemento
em humanos e animais com sepse seja reflexo dos niveis plasméticos elevados de C3a, C4a e
Cb5a. Na sepse, acredita-se que a associa¢do da via classica e da alternativa seja responsavel
pela ativagdo do sistema complemento. Trabalhos recentes tém mostrado que a regido do
antigeno-O da molécula do LPS pode ativar a via MB-Lectina do sistema complemento,
sugerindo que na sepse diversas vias parecem participar da ativagéo do sistema complemento.
A ativagdo excessiva do complemento pode responder pelo dano a 6rgdos e comprometer o
sistema imune inato e resposta inflamatéria (GUO, 2004; WARD, 2004).

3.4.3.2. Espécies reativas do oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO) na sepse

Ha derivados do oxigénio que sdo extremamente instaveis eletronicamente e, portanto,
apresentam caracteristicas de extrema reatividade quimica. Estes podem produzir danos a
estruturas fundamentais & célula, o que inclusive pode levar & perda de fun¢do de algumas
estruturas como a membrana celular, originando necrose. Dentre estas espécies ditas reativas
estdo: o anion superoxido, o perdxido de hidrogénio, o radical hidroxila e o peroxinitrito.
Diversos processos enzimaticos em neutréfilos podem produzir estes derivados como defesa
do hospedeiro contra invasores. Espécies reativas do oxigénio (ROS) sdo importantes
sistemicamente, pois podem estar envolvidos na patogenia de sindrome
isquémica/reperfusiva, sindrome de angustia respiratoria aguda, sepse além da sindrome da
disfuncdo multipla de 6rgdos (BARRETO, 2005; DUSSE, 2003).

O 6xido nitrico (NO) constitui um importante mediador de processos intra e extracelulares. O
NO é um radical livre gasoso, produzido por uma familia de enzimas, incluindo a dxido
nitrico sintase constitutiva (CNOS) e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), a partir da L-
arginina. A fungéo do déxido nitrico no organismo é dubia, podendo ser benéfica ou maléfica.
Sua importancia fisioldgica decorre do fato deste poder atuar como importante segundo
mensageiro, ativando ou inibindo uma série de moléculas-alvo que participam dos diversos
processos biolégicos como a regulagdo do ténus vascular, controle imunolégico da relagdo

patégeno-hospedeiro além de eventos relacionados & neurotransmissdo. O NO atua de



maneira diferente de outros mensageiros, ndo dependendo da topologia molecular para se
ligar a receptor ou enzima e sim da sua reatividade redox. Além disso, o0 NO ndo é
armazenado in vivo como outras moléculas mas produzido diante de necessidade do
organismo, difundindo-se rapidamente até seu sitio de acdo (BARRETO, 2005). Enquanto
funcGes que apresenta, é capaz de promover o relaxamento vascular, o que confere protecdo
dos vasos sanguineos. Ainda apresenta funcBes de protecdo do organismo ja que é um
importante mediador citotdxico de células do sistema imunol6gico ativadas, com capacidade
de destruir patégenos e células tumorais além de possuir importante funcdo enquanto
mensageiro de diversos processos biologicos (DUSSE, 2003).

Muitos autores descreveram na literatura a relagdo do NO com a sepse. Por haver um
aumento da producéo de derivados do NO na sepse e ainda que a administracdo de inibidor
da enzima NOS pode reverter as manifestagdes hemodinamicas do choque séptico,
fortaleceu-se a hipdtese de que o NO é uma importante molécula na disfungdo de 6rgaos no
processo de sepse. Mesmo assim, os efeitos maléficos do NO, nessas condigdes, ainda
precisam ser melhores esclarecidos. A fungdo de controle do tdnus vascular e consequente
regulacéo do fluxo sanguineo exercida pelo NO sustenta a ideia de um potencial terapéutico
para a molécula, na sepse. Nessas condic¢Ges, ainda ha controvérsias a ideia de inibicdo da
NOS ou a administragdo de doadores de NO. Estudos clinicos tém mostrado que a inibigéo de
NOS parece aumentar a resisténcia vascular e diminuir a dose de agentes catecolaminérgicos
necessaria para manter a pressao arterial em niveis desejaveis, 0 que ainda requer estudos
com inibidor especifico, considerando que avaliages em pacientes usando inibidores
inespecificos ndo mostraram resultados satisfatorios, tendo os mesmos elevada taxa de
mortalidade (LAMONTAGNE,2008).

3.4.3.3. Citocinas

Citocinas sdo peptideos com importante fun¢do enquanto imunomediadores. Tém grande
relevancia em casos de sepse ja que algumas delas apresentam potente atividade inflamatéria
além de mediarem a resposta metabdlica e imunoldgica ao estimulo que desencadeou a
patologia, evoluindo entdo para um quadro de choque séptico, disfuncdo de maltiplos érgdos
e consequente falha. As interagBes entre as diferentes moléculas de citocinas podem causar
desde uma reducdo no dano ao tecido/6rgdo até potencializagdo/aumento deste. De forma
geral, as citocinas podem ser classificadas como pré-inflamatérias (TNF-o, IL-1 e IL-8) e

antiinflamatorias (1L-10). Endotoxinas sdo capazes de estimular os macréfagos a produzirem



algumas citocinas proé-inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a. Este Gltimo é uma das mais
importantes citocinas na sepse e é rapidamente liberado, induzindo dano tecidual que neste
caso especifico serd mediado por neutr6filos. Como resposta, estas células secretardo fator de
agregacdo plaquetaria (PAF), elastase, peroxido de hidrogénio, ions superoxidos, leucotrieno
B4, tromboxano A2 e fosfolipases secretoras (SPLA2) (TSIOTOU, 2005).

O TNF-o é um mediador inflamatério inicial e estd envolvido em uma série de processos
inflamatérios, independente da origem. E uma molécula produzida inicialmente por fagdcitos
mononucleares, inclusive em endotexemia experimental, apds estimulagédo via LPS, podendo
ser detectada no soro dos animais (BLACKWELL, 1996). O TNF-a junto com a IL-1 s8o
citocinas proinflamatérias importantes na mediagcdo da sepse. A administracdo do TNF-a
reproduz muitas das alteracfes fisiologicas associadas a esta patologia (FISHER, 1996).
Juntamente com a IL-6, 0 TNF-a e a IL-1 além de outras citocinas, estimulam a elevacéao da
temperatura corporal e desencadeiam a produgdo de proteinas da resposta da fase aguda,
dentre as quais esta a proteina C reativa. Essas trés citocinas produzirdo uma série de efeitos
adicionais como o efeito sobre o endotélio da medula dssea, promovendo a mobilizagdo de
neutréfilos como também efeito sobre células dendriticas, estimulando a migragédo destas para
os linfonodos, onde ocorrera o processo de maturagao (JANEWAY, 2002).

A IL-1 estimula a sintese e secre¢do de prostaglandinas, elastases, colagenases, promove a
migracdo de leucdcitos para os tecidos e ativa células da microvasculatura endotelial que
respondem com a producdo de PAF e IL-8. Em conjunto com o TNF-a, a IL-1 exerce
diversos efeitos biologicos na sepse. Sua inibicdo tem como consequéncia a reducdo dos
danos causados aos érgdos além do aumento da sobrevivéncia, em modelos experimentais. A
formac&o de IL-6 é diminuida pela producéo de TNF-a ou IL-1 e é possivel que esta citocina
seja toxica somente quando produzida em associagdo a outras citocinas, dentro do que se
intitula de efeito sinérgico de citocinas. A IL-8 é uma citocina quimiotatica com funcdo
relacionada ao processo inflamatério e conjuntamente com quimiocinas produzidas por
neutréfilos direcionam o processo de migragdo destas células além da expresséo de moléculas
de adesdo. H& uma série de outras fun¢des de citocinas relacionadas a sepse que ainda precisa
ser melhor definida.

A IL-6 é uma citocina de efeito pleiotropico, cuja agdo depende tanto da concentracdo local
como também do alvo celular. Sob diferentes circunstancias, a IL-6 pode exercer efeitos pré e
antiinflamatérios. Sobre o sistema imune, por exemplo, a IL-6 pode induzir a diferenciagdo e

maturagdo de linfdcitos B além de estimula-los a produzirem imunoglobulinas. Além destes



efeitos, também pode estimular a proliferagdo e diferenciacdo de linfocitos T (PRITTS,
2002).

As principais citocinas antiinflamatorias sdo a IL-10, IL-4 e IL-13, que inibem a secrecdo de
TNF-a, IL-1 e IL-8 por mondcitos e macréfagos, sendo produzidas no inicio do processo
(TSIOTOU, 2005, SORIANO, 2006).A producdo de IL-4 e IL-10 é estimulada, sendo a
secre¢do desta Ultima ainda aumentada pela prostaglandina E> (PGE2), um eicosanoide da via
do &cido araquiddnico (TSIOTOU, 2005). A IL-10 foi inicialmente descrita como produto de
linfécitos TH2 que inibia a producdo de citocinas por macréfagos ativados. Sabe-se hoje que
monocitos e células epiteliais também produzem esta citocina. HA um grande ndmero de
trabalhos na literatura cientifica relatando a capacidade desta citocina em inibir a expresséo
de alguns genes e a sintese de citocinas proinflamatorias. Assim, ja& é demonstrado, em
modelo experimental de endotoxemia, que esta citocina inibe a liberacdo de TNF-a no
plasma, diminuindo a mortalidade dos animais (Blackwell, 1996). Além disso, tem se tornado
evidente a influéncia do sexo sobre as consequéncias imunolégicas durante a sepse,
sobretudo se relacionada a esta citocina. E demonstrado na literatura que a IL-10 protege
animais machos sépticos tratados previamente com a citocina. E provavel que haja
interferéncias da regulagcdo hormonal na produgdo de citocinas, como a IL-10, em animais
fémeas (KAHLKE, 2002; OBERHOLZER, 2002).

3.4.3.4 Mediadores inflamatdrios lipidicos

Mediadores inflamatorios de natureza lipidica sdo produtos do metabolismo de membranas
fosfolipidicas produzidas a partir de uma série de estimulos como resultado da ativacdo da
cascata enzimatica inflamatoria. A enzima fosfolipase A (PLA2) metaboliza fosfolipideos da
membrana celular de células inflamatérias produzindo o fator de agregacéo plaquetaria (PAF)
e &cido araquiddnico, o que sera seguido pela liberagdo de eicosandides (TSIOTOU, 2005).
Quando ativado por estimulos inflamatdrios, o macréfago é capaz de mobilizar até 40% do
conteldo da sua membrana lipidica para produzir &cido araquidénico (AA). Este é
metabolizado pela ciclooxigenase (COX) ou 5’lipoxigenase e produzira as prostaglandinas e
leucotrienos, moléculas com potente efeito inflamatdrio. A partir da peroxidacéo efetuada por
radicais livres, o acido araquiddnico e também outros &cidos graxos poli-insaturados podem
ser convertidos em isoprostanos, moléculas que podem ser utilizadas para a mensuragdo do
estresse oxidativo (ABDALLA, 2008; TSIOTOU, 2005, LIMA, 2001).



O fator de agregacdo plaquetaria (PAF) é produzido por diversas células inflamatérias
incluindo neutréfilos, macrofagos, células endoteliais e epiteliais, além de plaquetas e todas
essas apresentam o receptor (rPAF), com funcdo autdcrina e paracrina. O PAF também
interage com uma séria de citocinas inflamatérias além de produzir efeito direto sobre células
endoteliais, estimulando a ativacdo e adesdo de neutréfilos. As células endoteliais expressam
receptor especifico para 0 PAF e sua ligag8o a este direciona a altera¢do no citoesqueleto e
consequentemente na sua forma. Isto resultard na perda do contato entre as células, além de
contribuir para 0 aumento do dano & microvasculatura e também aumento da permeabilidade
vascular, observado durante a sepse (TSIOTOU, 2005).

3.50 MODELO DE ENDOTOXEMIA

Um modelo ideal para o estudo da sepse deve possibilitar a extrapolagdo das informacfes
produzidas em modelos experimentais para condi¢des humanas com reproducdo das
condicles fisiopatoldgicas da sepse incluindo pardmetros cardiovasculares e também os
padrdes inflamatorios. Além disso, deve ser de baixo custo e ndo causar estresse aos animais
envolvidos. A grande maioria dos modelos para o estudo da sepse envolve mamiferos
roedores, principalmente camundongos, que sdo de baixo custo e de facil manipulacdo
(ESMON, 2004). Outro fator que facilita a utilizacdo destes animais é disponibilidade de
linhagens isogénicas, knock-out e transgénicas (DEITCH, 1998).

O modelo de endotoxemia é frequentemente usado para o estudo da biologia basica da sepse
e existem diversas substancias indutoras da sepse. Uma destas € o lipopolissacarideo (LPS),
isolado da membrana externa de bactérias Gram-negativas e administrado em dose Unica,
enquanto modelo mais comum de endotoxemia (FINK, 1990; COPELAND, 2005). Este
modelo exige uma dose de LPS bastante elevada em comparagcdo com o que se necessita de
LPS em humanos para produzir um quadro caracterizado como sepse. A depender da
linhagem do animal utilizado e da origem do LPS, pode haver alteracdo na quantidade
necessaria para a indugdo de sepse murina (BURAS, 2005).

Apds a administracdo do LPS, os animais iniciam a manifestacdo dos sintomas clinicos
incluindo uma reducdo da atividade motora, letargia, apresentacdo de tremores além de
piloerecdo. Febre tem sido relatada para casos de indugdo do quadro com LPS de algumas
cepas bacterianas. Além desses efeitos fisicos, elevadas doses de LPS tem ainda

desencadeado um quadro de comprometimento cardiovascular, caracterizado por diminuigdo



da fracdo de eje¢do além do aumento da resisténcia vascular periférica (BRACKETT, 1985;
D’ORIO, 1987).

Os hemogramas revelam diminuicdo do nimero de leucécitos, com reducdo de linfdcitos e
neutréfilos. Os niveis de citocinas sdo elevados em comparagdo com niveis em humanos,
podendo ser quantificados e 0 modelo é bastante utilizado inclusive pela reprodutibilidade
(BURAS, 2005; DEITCH, 1998; FINK, 1990). Estes fatores justificam a utilizacdo do
modelo murino de endotoxemia enquanto forma inicial de avaliar possiveis substancias
imunossupressoras.



4 JUSTIFICATIVA

Apesar dos progressos com as terapias intensivas e da descoberta de antibiéticos potentes, os
casos de sepse estdo associados a uma alta taxa de mortalidade, chegando a 40-50 % o que
classifica a sepse como principal causa de morte em unidades de terapia intensiva
(TSIOTOU, 2005). Os recursos financeiros necessarios ao cuidado a pacientes sépticos em
estado critico sdo elevados e causam grande impacto aos sistemas de salde. Estimativas
apontam que nos Estados Unidos sdo gastos mais de 16 bilhdes de dolares anualmente com o
tratamento de pacientes portadores de sepse.

Considerando o impacto que esta doenga causa em todo o mundo, é evidente que sdo
necessarios esforgos para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento. H& grandes
avangos nas Ultimas décadas acerca da compreensdo dos mecanismos da sepse grave e do
choque séptico. Mesmo assim, esses avancos ndo significam novas terapias que sejam
efetivas para o tratamento. Apesar dos muitos trabalhos publicados em pesquisa bésica e
clinica, apenas uma droga, a proteina C ativada (drotrecogina alfa) foi liberada para uso em
sepse. Esta droga tem acédo anti-trombdtica prevenindo trombose microvascular, congestéo
vascular e faléncia de 6rgdos. Além disso, também tem acdo antiinflamatdria, através da
inibicdo da geracéo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1), diminui
a adesdo dos neutréfilos mediada pela seletina ao endotélio vascular lesado e diminui a
producgéo de citocinas proinflamatérias (ZANOTTI-CAVAZZONI, 2009; McLEAY, 2004).
Mesmo assim, a mortalidade por sepse grave e choque séptico continua elevada em todo o
mundo. Obviamente é necessario aumentar tanto a compreensdo da doenga quanto
desenvolver novas terapias mais eficazes. Estas duas questbes apresentam-se como
prioritarias dentro de um contexto de salde publica. Enquanto agentes que dificultam a
descoberta de novas moléculas para o tratamento da sepse estdo a complexidade da doenga, ja
que envolve diversos fatores e células do sistema imunoldgico, a heterogeneidade genética da
populacéo, a falta de biomarcadores precisos e definidos para o diagndstico, além de outras
questdes relacionadas a pesquisa clinica. Com essas dificuldades, modelos animais tém sido
bem utilizados para os estudos envolvendo sepse (ZANOTTI-CAVAZZONI, 2009).

Em virtude dos inimeros efeitos colaterais decorrentes do uso dessas drogas, hd uma grande
necessidade da descoberta de moléculas seguras e mais efetivas para o tratamento da sepse
(PIAZZA, 2009).



5 MATERIAL E METODOS

5.1 MOLECULAS ESTUDADAS

As substancias puras utilizadas neste trabalho foram isoladas de vegetais do semi-arido
brasileiro ou obtidas por processo de sintese quimica, como no caso dos derivados do
lapachol. A benzopirona, hidroxicumarina, solidagenona, lapachol e &cido betulinico foram
isoladas respectivamente de Amburana cearensis (Fr. All.) A.C. Smith, Typha domingensis
Pers, Solidago chilensis Meyen, Tabebuia aurea (Manso) S. Moore e Ziziphus joazeiro
Martius. Todas as substancias isoladas de espécies vegetais foram randomicamente
selecionadas e recebidas através de cooperages mantidas entre o Laboratério de Engenharia
Tecidual e Imunofarmacologia (LETI/CPqGM/FIOCRUZ) e demais pesquisadores de
laboratérios parceiros, de instituicGes de ensino e pesquisa (Dra. Terezinha C.B. Tomassini,
LQPN (PN2) FarManguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil e Dr. José Maria

Barbosa-Filho, do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, UFPB, Paraiba, PB, Brasil).

5.2 ANIMAIS

Os camundongos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho foram provenientes do
Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz. Preferencialmente
utilizou-se camundongos machos, com peso entre 12-16 g e com idade aproximada de oito
semanas, da linhagem BALB/c, sendo as linhagens C57BL/6 e C57BL/6 1L-107 também
utilizadas. O uso de animais atendeu aos aspectos éticos exigidos pela instituicdo, tendo o
projeto sido aprovado pelo CEUA/CPqGM/FIOCRUZ. Os camundongos foram submetidos

a eutandsia, de acordo com as normas institucionais para manipulacéo de animais.



5.3 DETERMINAGAO DE CITOTOXICIDADE

A determinagdo da citotoxicidade das substancias foi feita através de ensaio usando
esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c (5x108 células/pogo), cultivados em
placas de 96 pocos e cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab,
Campinas, SP, Brazil) e 50 pug/mL de gentamicina (Novafarma, Andapolis, GO, Brasil). Cada
substancia foi avaliada a 100; 33,3 ; 11,1; 3,7 e 1,2 ug/mL, em triplicata. Um controle do
experimento foi feito com células tratadas com solucgdo de saponina a 1 %. As culturas foram
incubadas em presenca de 1 uCi/poco [metil-*H] timidina (Amersham, Little Chalfont,
Inglaterra) durante 24 h a 37° C em ambiente contendo 5 % CO,. Ap06s esse periodo as
culturas foram coletadas usando um coletor de células (Filtermate 196, Packard, Groningen,
Holanda) para determinar a incorporagdo de 3H-timidina e usando contador de radiacdo gama
(B-matrix 9600, Packard). A viabilidade das células foi determinada pela incorporagdo de
timidina as culturas e a citotoxicidade foi calculada em relacdo aos valores de incorporagédo
das culturas néo tratadas.

Em alguns estudos a citotoxicidade foi também avaliada usando a técnica que mede o
metabolismo do MTT (3-(4,5-Dimetil-tiazol-2yl)-2,5-brometo difenil-tetrazolio) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) por células da linhagem J774 (105 células/pogo em 200
pL) incubadas em meio DMEM durante 4 e 24 h, sob condigdes descritas acima. Assim, as
culturas receberam 25 pL de MTT em salina (5 mg/mL) e foram incubadas por um periodo
de 2 h. As placas foram centrifugadas a 1500 rpm, durante 10 minutos e o sobrenadante
descartado. O formazan foi diluido apds a adi¢do de 200 pL de HCI 0,1 N em isopropanol. A
absorbéncia foi determinada através de leitura a 570 nm, em espectrofotdmetro (Spectra Max

190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). O percentual de citotoxicidade das



moléculas avaliadas foi determinado em relagdo ao metabolismo do MTT pelas culturas de

células em meio DMEM.

5.4 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO (NO) IN VITRO

Macroéfagos imortalizados da linhagem J774 (10° células/poco) foram incubados em placas
de 96 pocos, em ftriplicatas e estimulados ou ndo com lipopolissacarideo (LPS, 1 pg/mL,
Escherichia coli sorotipo 0111:B4, Sigma) e interferon-y (5 ng/mL, PharMingem, S. Diego,
CA) além de tratados ou ndo com diversas concentraces das substancias avaliadas e
descritas na Tabela 2. As células foram mantidas em estufa a 37° C e 5% COz, durante 24 h.
Apds esse periodo, os sobrenadantes das culturas foram coletados para a determinagdo
indireta da concentracdo de NO, através da adigcdo do reagente de Griess e posterior leitura a
570 nm em espectrofotdmetro (Spectra Max 190), conforme descrito na literatura (DING et

al., 1988).

5.5 ENSAIO DE LINFOPROLIFERAGAO

Esplendcitos de camundongos BALB/c (4x10° células/pogo, em 200 pL) foram cultivados
em meio DMEM e em placa de 96 pogos, em triplicatas, na presenca ou ndo de concanavalina
A (2 pg/mL) e também em presenca ou auséncia das substancias analisadas. Apds 48 h de
incubacdo em estufa a 37° C e 5 % de CO,, foi adicionado as culturas 1 uCi de [metil-H]
timidina dando inicio a um novo periodo de 12 h de incubagdo em estufa. Apds esse periodo,
as células foram coletadas para quantificagdo da proliferacdo, através da determinacdo da

incorporacdo de timidina, conforme ja descrito acima. O percentual de inibicdo foi



determinado relacionando a incorporacéo de timidina das culturas tratadas com as substancias

avaliadas e a incorporagdo das culturas somente estimuladas.

5.6 REACAO MISTA LINFOCITARIA

Camundongos da linhagem BALB/c (H-29) foram imunizados semanalmente com uma
suspensdo em salina de esplendcitos de animais da linhagem C57BL/6 (H-2°), via
intraperitoneal (10”7 células/camundongo). Apds quatro semanas de imunizagdo, os
camundongos foram eutanasiados para a retirada do bago e obtengdo dos esplendcitos. Estas
células foram cultivadas em placa de 96 pogos (5x10° células/pogo), em triplicatas, utilizando
meio DMEM suplementado conforme descrito acima, em presenga ou ndo de esplenécitos
irradiados (dose de 3000 rads, fonte irradiadora '3°Cs, CisBio International, Franca) de
animais C57BL/6 (10° células/pogo) e em presenca ou auséncia das substancias avaliadas.
Apbs 72 h em incubadora a 37° C e 5% de COg, foi adicionado as culturas 1 pCi de [metil-
3H] timidina e estas foram novamente incubadas por um periodo de 12 h. Apds esse periodo
as células foram coletadas para determinagdo da proliferagdo, através da quantificacdo da
timidina incorporada, conforme descrito acima. Os valores percentuais foram calculados
relacionando a incorporacdo de timidina das culturas contendo as drogas avaliadas e os

valores das culturas contendo somente as células das duas linhagens murinas.

5.7 INDUCAO DE ENDOTOXEMIA E AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA

Animais machos da linhagem BALB/c, C57BL/6 e C57BL/6 IL-10", pesando entre 12-16 g

foram tratados, via intraperitoneal, com as substancias avaliadas em suas respectivas doses.

Apbs 1,5 h foram desafiados com LPS (lipopolissacarideo, 600 pg/animal, Escherichia coli



sorotipo 0111:B4, Sigma), também via intraperitoneal, e mantidos em sala com temperatura
controlada (22 + 2° C) e umidade (55 + 10%) além de renovagdo continua do ar. Os animais
permaneceram em ciclos de 12 h em claro/12 h em escuro (18 - 06 h), com dieta para
roedores e agua ad libitum. A sobrevivéncia foi avaliada até 96 h. Apés 1,5 h, quando
necessaria a dosagem de citocinas, os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg)
e Xilazina (10 mg/kg) em salina, para coleta de sangue, processamento do material e obtencdo

do soro para a realizagdo da dosagem através de ELISA..

5.8 DOSAGEM DE TNF-0. EM SOBRENADANTE DE CULTURA DE MACROFAGOS

Macroéfagos imortalizados da linhagem J774 (10° células/poco) foram incubados em placas
de 96 pocos, em meio DMEM, em triplicatas e estimulados ou ndo com lipopolissacarideo
(LPS, 500 ng/mL, Escherichia coli sorotipo 0111:B4, Sigma) além de tratados ou ndo com as
substancias avaliadas. As células foram mantidas em estufa a 37° C e 5% CO, durante 4 h.
Apds esse periodo, os sobrenadantes das culturas foram coletados para dosagem da citocina,

através de ELISA.

5.9 DOSAGEM DE TNF-a EM SOBRENADANTE DE CULTURA DE MACROFAGOS

RESIDENTES

Animais machos da linhagem BALB/c foram tratados via intraperitoneal com &cido
betulinico (67 mg/kg), benzopirona, hidroxicumarina (71,4 mg/kg), dexametasona (0,5
mg/kg) ou salina e apds duas horas foram eutanasiados para coleta de macréfagos residentes
através de lavagem peritoneal. As células obtidas foram incubadas (10° células/pogo), em

meio DMEM e em placa de 96 pogos. As culturas foram mantidas durante 4 h em estufa a



37°C e 5% CO: e estimuladas ou ndo com LPS (500 ng/mL, Escherichia coli sorotipo

0111:B4, Sigma). O sobrenadante foi coletado para a dosagem da citocina, através de ELISA.

5.10 DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

As citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 foram dosadas a partir de amostras de soro ou
sobrenadantes de culturas de macréfagos através do método ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay), usando o kit DuoSet da R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA),
seguido da adi¢do do conjugado streptavidina-peroxidase. A reacéo foi continuada usando o
substrato da peroxidase, 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma), e a absorvancia
registrada em espectrofotdmetro (Spectra Max 190), a 450nm, de acordo com instrugdes do

fabricante.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi feita usando o teste Logrank, que avalia a curva de sobrevivéncia, e
os demais parametros foram analisados usando o one-way ANOVA com pds-teste Newman-
Keuls, usando a versdo 4.0 do Graph Pad Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

Diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi <0,05.



6 RESULTADOS

6.1 TRIAGEM DE MOLECULAS COM POTENCIAL AGCAO IMUNOMODULADORA

Inicialmente foi realizada a triagem de 215 moléculas de uma biblioteca de extratos e
substancias puras de origem vegetal e sintéticas disponivel no Laboratério de Engenharia
Tecidual e Imunofarmacologia (LETI/CPqGM/FIOCRUZ), quanto a atividade biolégica em
ensaios in vitro. Estas moléculas tiveram sua citotoxicidade previamente estudada e
posteriormente foram avaliadas quanto ao seu potencial imunomodulador sobre macréfagos
estimulados (LPS e IFN-&), avaliando-se a producdo de éxido nitrico (NO), e também em
culturas de linfdcitos, avaliando-se a proliferacdo celular ap6s estimulagdo pela

concanavalina A (Con A) ou em ensaio de reagdo mista linfocitaria.

A figura 4 representa os dados percentuais de inibicdo da producdo de NO por macréfagos
ativados tratados com as moléculas avaliadas, em suas respectivas faixas de atividade. Assim,
para esse parametro, 145 moléculas (68 % das testadas) apresentaram atividade entre 0-50, 9
%, 33 moléculas (15 % das testadas) apresentaram atividade entre 51-69 % e 37 moléculas
(17 %) apresentaram entre 70-100 % de inibic&o da producdo de NO.
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Figura 4. Atividade inibitéria das moléculas testadas na producdo de NO por macréfagos ativados. As
moléculas foram testadas em macréfagos da linhagem J774, em triplicatas e em trés concentragdes (1, 10 e 100

Hg/mL) para observagédo da atividade inibitéria sobre a producéo de NO.

A figura 5 ilustra os resultados de inibicdo da proliferacdo de linfécitos ativados por
concanavalina A, apresentados pelas moléculas avaliadas, em suas respectivas faixas de
atividade. Assim, quanto a esse parametro, 74 moléculas (34 % das testadas) apresentaram
inibicdo entre 0-50,9 %, 30 moléculas (14 % das testadas) apresentaram atividade entre 51-69
% e 111 moléculas (52 %) apresentaram atividade inibidora da linfoproliferacéo entre 70-100
%. Ja a figura 6 apresenta as substancias avaliadas e que apresentaram atividade
imunossupressora sobre macréfagos e linfocitos. Dessa maneira, a observacdo da figura
permite concluir que das 215 moléculas testadas, 187 substancias foram ativas sobre
macréfagos ou linfécitos ou ainda ndo apresentaram atividade sobre estas células. Ainda, 28
moléculas (equivalente a 13 %) apresentaram atividade imunossupressora (> 70%) sobre

macréfagos e linfocitos.
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Figura 5. Atividade inibitéria das moléculas testadas em ensaio de linfoproliferacdo. As moléculas foram
testadas quanto ao seu potencial de inibigdo da proliferagdo de linfécitos ativados pela concanavalina A, em trés
concentracdes (1, 10 e 100 pg/mL) e em triplicatas.

Figura 6
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Figura 6. Substancias avaliadas com atividade imunosupressora sobre macroéfagos e linfécitos. Foram
selecionadas as moléculas que apresentaram elevada atividade imunossupressora sobre a producéo de NO e
proliferacdo de linfécitos ativados. Dentre moléculas testadas (215), 187 substancias foram ativas para um dos
parametros ou nenhum destes (atividade < 70 %) e 28 moléculas (13 %) apresentaram atividade
imunossupressora (> 70 %) sobre macréfagos e linfécitos.



Das 215 moléculas testadas em experimentos in vitro, 10 foram selecionadas com base nos
resultados apresentados e também nas quantidades disponiveis no laboratério para estudos in
vivo, em modelo de endotoxemia, avaliando a sobrevivéncia e o perfil de producdo de
citocinas em camundongos. Dessas 10 moléculas selecionadas para estudos in vivo, 2
pertencem a classe das cumarinas, 2 pertencem a classe dos terpenos e 6 as quinonas (Tabela
2).

6.2 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA IN VITRO

Ap6s a triagem inicial, 10 moléculas foram selecionadas para estudos in vivo no modelo de
endotoxemia. A tabela 2 apresenta as atividades biol6gicas in vitro das 10 moléculas

selecionadas e suas estruturas quimicas.

Da classe das cumarinas, a benzopirona e a hidroxicumarina foram testadas in vitro na
concentragdo de 100 pg/mL, ndo apresentando citotoxicidade. A benzopirona ndo inibiu
significativamente a produgdo de NO, porém inibiu a proliferagdo de linfocitos ativados por
Con A em 60,3 % e em 98,1 % a reacdo mista linfocitaria (RML). J& a hidroxicumarina
apresentou uma inibicdo da produgdo de NO de 32,3 % e 81,5 % de atividade inibidora da

linfoproliferacdo estimulada por Con A (Tabela 2).

O 4cido betulinico, uma molécula da classe dos terpenos, foi avaliado na concentragdo de 3,7
pg/mL, apresentando um percentual de inibi¢do de NO de 16,5 % e também baixa inibi¢ao da
proliferagcdo de linfécitos ativados pela Con A (22,5 %). Também da classe dos terpenos, a
solidagenona, molécula classificada como diterpeno labdano, foi testada a 11,1 pg/mL, ndo
apresentando atividade expressiva quanto a inibicdo da produgdo de NO, mas uma inibicéo de
61,8 % da linfoproliferacdo. Nesta concentracéo, a solidagenona ndo inibiu a produgdo de NO
e inibiu em 61,8 % a proliferacdo de linfcitos estimulados pela Con A (Tabela 2). Além

disso, a solidagenona inibiu em 98,1 % a RML.

O lapachol, molécula da classe das quinonas, e mais 5 derivados sintéticos foram avaliados
nos ensaios in vitro. O lapachol foi avaliado a uma concentracdo de 33,3 pg/mL (atoxica),
sem inibicdo da producdo de NO e 93,6 % de inibicdo da linfoproliferacdo. Em ensaio de

RML, essa molécula inibiu 98,2 %. A &-lapachona foi avaliada a 11,1 pg/mL e nessa



concentragdo ndo apresentou citotoxicidade, 65,2 % de inibicdo da producdo de NO, 98,1 %
de inibicdo da linfoproliferacdo e 97,4 % de inibicdo da RML. A &-lapachona ensaiada a 1,2
pg/mL ndo apresentou citotoxicidade, ndo inibiu a linfoproliferacdo e inibiu a produgdo de
NO em 17,5 %. A molécula inibiu a RML em 45,3 %. O resultado dos ensaios com a
substancia nor-lapachol, atoxica a 33,3 pug/mL, foram de 32,1, 89,1 e 97,9 %, para a inibi¢do
da producdo de NO, da inibigdo da linfoproliferacdo e da inibicdo da RML. Outras duas
drogas derivadas do lapachol foram analisadas, sendo uma delas a 4-iodo-lapachona e a &-
iodo-lapachona. Essas moléculas foram ensaiadas a 3,7 e 11,1 pg/mL, respectivamente, sendo
que a primeira apresentou 6,3 % de citotoxicidade e a segunda, 17,8 %, nestas concentracdes.
A inibicdo da produgdo de NO pela &-iodo-lapachona foi 42,4 %, enquanto que a da &-iodo-
lapachona foi 68,7 %. A proliferacdo de linfocitos ativados por Con A foi inibida em 79,0 %
pela a-iodo-lapachona. Ja a RML foi inibida pela &-iodo-lapachona em 97,3 % e em 77,2 %
pela a-iodo-lapachona. O isolapachol acetilado foi uma das sete moléculas derivadas do
lapachol avaliadas nesse trabalho e foi ensaiada a 10 pg/mL. Apresentou 20,6 % de
citotoxicidade, inibiu a producéo de 6xido nitrico em 67,9 % e também inibiu em 78,1 % a

proliferacdo de linfocitos ativados.



Tabela 2. Estrutura e atividades biolégicas das moléculas selecionadas
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6.3 ENSAIOS IN VIVO EM MODELO DE ENDOTOXEMIA

As 10 moléculas listadas na tabela 2 foram avaliadas in vivo no modelo de endotoxemia.
Estas moléculas foram selecionadas por apresentarem uma ou mais atividades nos
experimentos in vitro e pela quantidade disponivel para testes in vivo no laboratério.
Camundongos da linhagem BALB/c foram submetidos a tratamento prévio com cada
substancia e desafiados com uma injegdo intraperitoneal de LPS em dose letal (DLgo-100). A
mortalidade foi observada por um periodo de quatro dias pos-desafio. A dexametasona, um
glicocorticoide sintético, foi utilizada como droga padrdo. A administragdo de dexametasona

protegeu em 83 % em relacéo ao grupo tratado com salina.

Figura 7
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Figura 7. Avaliacdo da atividade in vivo da dexametasona em modelo de endotoxemia. Camundongos
machos da linhagem BALB/c, pesando entre 12-16 g, foram tratados com a dexametasona (0,5 mg/kg),
administrada via intraperitoneal. Ap6s 1,5 h os camundongos foram desafiados com uma dose de 600 pug/mL de
LPS (DLsgo-100), também por via intraperitoneal. A sobrevivéncia dos animais foi observada por quatro dias. A
andlise estatistica feita usando o teste Log-rank (Mantel-Cox) demonstra que a curva é significativamente
diferente (p<0,05).



O lapachol e mais cinco moléculas derivadas sintéticas foram avaliados nesse modelo de
endotoxemia. O tratamento com 67 mg/kg de lapachol resultou em 70 % de protecdo
(p<0,05) ao final do tempo observado, sendo que os trés Gbitos do grupo ocorreram no
segundo dia apés o desafio com o LPS (Figura 8A). J& os tratamentos com o isolacet, com a
a-lapachona e com a &-3-I-lapachona na dose de 67 mg/kg (Figura 8B, C e E) ndo tiveram
atividade protetora no modelo avaliado, em relagdo ao grupo tratado com salina e submetido
a endotoxemia. Ja o nor-lapachol (Figura 8 D), testado em duas concentra¢fes, demostrou
atividade protetora na dose de 67 mg/kg (67 % de reducdo de mortalidade). Na dose de 33
mg/kg, a administracdo de nor-lapachol protegeu 50 % dos animais do grupo tratado em
relagdo ao grupo controle com salina. A administracdo de &-lapachona (Figura 8F) na dose de

67 mg/kg protegeu 50 % dos animais (p>0,05) do grupo tratado em relagdo aos controles.



Figura 8
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Figura 8. Avaliacdo da atividade in vivo do lapachol e derivados sintéticos em modelo de endotoxemia.
Camundongos machos da linhagem BALB/c, pesando entre 12-16 g, foram tratados com o lapachol ou com os
derivados sintéticos, administrados via intraperitoneal. Ap6s 1,5 h, os camundongos foram desafiados com uma
dose de 600 pg/mL de LPS (DLso-100), também por via intraperitoneal. A sobrevivéncia dos animais foi
observada por quatro dias. A analise estatistica feita usando o teste Log-rank (Mantel-Cox) demonstra que curva

(em A) foi significativamente diferente (p<0,05).



A solidagenona foi outra molécula também avaliada em modelo de endotoxemia, em uma
dose de 71,4 mg/kg, mostrando ao final dos quatro dias observados, uma prote¢do de 67 %
dos animais do grupo. Metade desta dose (35,7 mg/kg) ndo produziu protecdo, uma vez que
0 nimero de animais sobreviventes (17 %) foi menor do que os animais tratados com salina

(33 %) e submetidos ao desafio (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo da atividade in vivo da solidagenona em modelo de endotoxemia. Camundongos
machos da linhagem BALB/c, pesando entre 12-16 g, foram tratados com a solidagenona, administrada via
intraperitoneal. Ap6s 1,5 h, os camundongos foram desafiados com uma dose de 600 pg/mL de LPS (DLgo-100),
também por via intraperitoneal. A sobrevivéncia dos animais foi observada por quatro dias. A andlise estatistica

feita usando o teste Log-rank (Mantel-Cox) ndo mostra curvas significativamente diferentes (p>0,05).

A administragdo de benzopirona protegeu os animais na dose de 71,4 mg/kg em 70 %,
enquanto que a dose de 35,7 mg/kg protegeu apenas 30 % dos animais (Figura 10A). A
hidroxicumarina foi avaliada no modelo in vivo e ndo mostrou atividade protetora dos

animais (Figura 10B).
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Figura 10. Avaliacdo da atividade in vivo da benzopirona e hidroxicumarina em modelo de endotoxemia.
Camundongos machos da linhagem BALB/c, pesando entre 12-16 g, foram tratados com a benzopirona (A) e
hidroxicumarina (B), administrada via intraperitoneal. Ap6s 1,5 h os camundongos foram desafiados com uma
dose de 600 pg/mL de LPS (DL90-100), também por via intraperitoneal. A sobrevivéncia dos animais foi
observada por quatro dias. A analise estatistica feita usando o teste Log-rank (Mantel-Cox) ndo mostra curvas

significativamente diferentes.

O acido betulinico foi também analisado no modelo experimental de endotoxemia em duas
doses (67 e 33 mg/kg), sendo que na maior delas, apresentou 100 % de protecdo aos animais
desafiados com LPS. A dose de 33 mg/kg ndo protegeu os animais do @bito, tendo sido os
valores de mortalidade iguais aos do grupo de animais tratados com salina, ao final dos

quatro dias observados.
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Figura 11. Avaliacéo da atividade in vivo do acido betulinico no modelo de endotoxemia. Camundongos
machos da linhagem BALB/c, pesando entre 12-16 g, foram tratados com o écido betulinico por via
intraperitoneal. Ap6s 1,5 h, os camundongos foram desafiados com uma dose de 600 pg/mL de LPS (DLgo-100),
também por via intraperitoneal. A sobrevivéncia dos animais foi observada durante quatro dias. A analise
estatistica feita usando o teste Log-rank (Mantel-Cox) mostra curvas significativamente diferentes na dose de 67
mg/kg em relagdo ao grupo salina (p<0,05).

6.4 INVESTIGAGAO DO MECANISMO DE AGCAO DA BENZOPIRONA E DO ACIDO
BETULINICO

Dentre as moléculas que tiveram atividade significativa in vivo no modelo de endotoxemia,
selecionamos a benzopirona e o acido betulinico para estudos de avaliagdo dos seus

mecanismos de acao.

6.4.1 Benzopirona

Para analisar o possivel mecanismo de agdo da benzopirona, investigamos os efeitos do
tratamento com esta droga na producéo de citocinas estimuladas pela administracéo de LPS.
O tratamento com a benzopirona (BZP) inibiu a produgdo de TNF-&, conforme pode ser
observado na figura 12A. Nas trés doses de BZP testadas, houve uma reducéo significativa



dos niveis de TNF-a em relagdo ao grupo tratado com salina, embora os niveis desta citocina
nos soros de animais tratados com BZP tenham sido significativamente mais elevados do que
os do grupo controle ndo tratado com LPS. A BZP na dose de 71,4 mg/kg teve um efeito
inibitério na producdo de TNF-a semelhante ao da dexametasona na dose de 0,5 mg/kg
(Figura 12B).
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Figura 12. Dosagem de TNF-& no soro de camundongos tratados com benzopirona e submetidos a
endotoxemia. Camundongos machos da linhagem BALB/c foram tratados com benzopirona em trés doses,
dexametasona (0.5 mg/kg) ou salina, por via intraperitoneal, e desafiados com LPS (600 pg/animal) 90 minutos
depois, pela mesma via. Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e
submetidos eutanasiados 90 minutoss depois para coleta do sangue e dosagem de TNF-4 no soro, por ELISA.
*p<0,05; ***p<0,001, ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls.



Outras duas citocinas dosadas no soro de animais foram a IL-10 e a IL-6 (Figura 13). A
administracdo de BZP eleva a producédo de 1L-10 em animais desafiados com o LPS de modo
dose-dependente. Os niveis de IL-10 no soro de animais desafiados com LPS e tratados com
a dose de 71,4 mg/kg foram significativamente mais altos do que os dos animais tratados com
dexametasona ou benzopirona a 35,7 mg/kg e normais (Figura 13A). Os niveis de IL-6 em
animais tratados com BZP em ambas as doses (35,7 e 71,4 mg/kg) foram significativamente
mais elevados, quando comparados com animais tratados com salina ou com dexametasona.
O soro de animais normais ndo apresentou niveis detectaveis desta citocina. O tratamento
com dexametasona produziu uma pequena redugdo nos niveis de IL-6 quando comparados ao

grupo tratado com salina (Figura 13B).
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Figura 13. Dosagem de IL-10 e IL-6 no soro de camundongos tratados com benzopirona e submetidos a
endotoxemia. Camundongos machos da linhagem BALB/c foram tratados com benzopirona (35,7 e 71,4
mg/kg), dexametasona (0.5 mg/kg) ou salina, por via intraperitoneal, e desafiados com LPS (600 pg/animal) 90
minutos depois, pela mesma via. Os animais foram anestesiados e eutanasiadoseutanasiados 90 minutes depois
para coleta do sangue para a dosagem de IL-10 (A) e IL-6 (B) no soro, por ELISA. *p<0,05; **p<0,05 e
***n<0,001, ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls.

Por ser o macrdfago a principal fonte de produgdo de TNF-& na endotoxemia, investigamos
os efeitos do tratamento com BZP e com a hidroxicumarina (OHC), que é o principal

metabdlito da BZP, na producdo de TNF-4 in vitro por macrdfagos ativados. Culturas de



macréfagos imortalizados da linhagem J774 foram estimuladas ou ndo por LPS e tratadas
com BZP e OHC

Na figura 14 pode-se observar que a BZP, nas duas concentracdes testadas, ndo inibiu a
producdo TNF-4. A adicdo de OHC nas culturas de macrofagos ativados também ndo inibiu a
producéo desta citocina, enquanto que a dexametasona inibiu em 65 % a producdo de TNF-&
(Figura 14). Nas duas concentracGes ensaiadas, a BZP e a OHC foram atdxicas, em

experimento usando o metabolismo do MTT, com células da linhagem J774.

Figura 14
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Figura 14. Producdo de TNF-4 em culturas de macréfagos ativados. Macréfagos da linhagem J774 foram
estimulados ou ndo com LPS (500 ng/mL) e incubados na presenga ou auséncia de dexametasona, benzopirona e
hidroxicumarina, durante 4 h. Os sobrenadantes foram entdo coletados e os niveis de TNF-& foram entdo
determinados pelo método de ELISA. A andlise estatistica foi feita usando ANOVA seguida do teste de

comparagdo multipla de Newman-Keuls. *p<0,05.

Para investigar um possivel efeito de metabdlitos dessas moléculas nos macréfagos, foi
avaliada a producdo de TNF-&4 por macrofagos peritoneais residentes coletados de animais
previamente tratados com BZP e OHC, apds estimulagdo com LPS in vitro. A figura 15
apresenta os resultados desta anélise. Pode-se observar que macréfagos residentes de animais

tratados com a droga padrao (dexametasona) e com a BZP (na dose de 71,4 mg/kg, protetora



contra a endotoxemia) produziram niveis de TNF-a significativamente menores do que os do
controle ndo-tratados. O tratamento in vivo com a OHC também causou uma reducdo na
producdo de TNF-4, porém ndo tdo acentuada quanto a BZP. Os niveis de TNF-4& nas culturas
ndo-estimuladas com LPS demonstram ainda uma pequena reducdo em relacdo aos
macréfagos peritoneais obtidos de animais controle (injetacdo contendo salina) em relagdo

aos tratados com as drogas (Figura 15).
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Figura 15. Dosagem de TNF-4 no sobrenadante de macréfagos residentes coletados de camundongos
apo6s tratamento in vivo. Animais da linhagem BALB/c foram tratados com salina, dexametasona (0,5 mg/kg),
benzopirona (BZP, 71,4 mg/kg) ou hidroxicumarina (OHC, 71,4 mg/kg) e ap6s duas horas foram eutanasiados
para coleta de macro6fagos residentes através de lavagem peritoneal. As células foram incubadas durante 4 h e
estimuladas ou ndo com LPS (500 ng/mL). Os sobrenadantes foram entdo coletados e os niveis de TNF-&
determinados pelo método ELISA. A andlise estatistica foi feita usando ANOVA seguida do teste de
comparagdo multipla de Newman-Keuls. ***p<0,001.

6.4.2 Acido betulinico

O 4cido betulinico (AB) foi a molécula testada que apresentou maior protecdo (100 %) em
modelo de endotoxemia, conforme j4 relatado anteriormente (Figura 11). Assim, para avaliar

0 possivel mecanismo de agdo dessa substancia, algumas citocinas foram dosadas no soro de



animais tratados com o AB e submetidos a endotoxemia e em sobrenadante de cultura de

macréfagos (estimuladas ou ndo com o LPS).

A andlise da produgdo de TNF-4, IL-10 e IL-6 no soro de animais tratados esta apresentada
na figura 16. Como era esperado, o desafio com LPS eleva os niveis de TNF-a4. A produgdo
desta citocina em animais tratados com AB e desafiados com LPS foi significativamente
reduzida quando comparada com a de animais desafiados com LPS tratados com salina. Os
niveis de TNF-4 no soro de animais desafiados com LPS e tratados com dexametasona
também foram reduzidos significativamente (Figura 16A). Na figura 16B pode-se verificar
que os niveis séricos de IL-10 sdo elevados apds o tratamento com LPS, mas nédo se alteram
com o tratamento com dexametasona. J& o tratamento com o AB estimula uma produgéo de
IL-10 significativamente maior do que a dos animais tratados com salina ou dexametasona e
desafiados com LPS. Os niveis de IL-6 podem ser observados na figura 16C, na qual pode-se
visualizar que os valores médios da citocina sdo proximos entre os grupos tratados com
salina, dexametasona (p<0,05, em relacéo ao grupo tratado com salina) ou AB e desafiados

com LPS. Esta citocina ndo foi detectada no soro de animais normais.



Figura 16
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Figura 16. Dosagem de TNF-a, IL-10 e IL-6 no soro de camundongos submetidos a endotoxemia.
Camundongos da linhagem BALB/c foram tratados com &cido betulinico (AB, 67 mg/kg), dexametasona (Dexa,
0,5 mg/kg) ou salina, por via intraperitoneal. Ap6s 90 minutos, os animais foram desafiados com LPS (600
Hg/animal) pela mesma via. Apds um novo intervalo de 90 minutos, os animais foram anestesiados e 0 sangue
coletado e processado para a dosagem das citocinas pela técnica de ELISA. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. A
analise estatistica foi feita usando ANOVA seguida do teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls.

Para avaliar o papel da IL-10 na prote¢do induzida pelo AB, utilizou-se animais da linhagem
C57BL/6 selvagens (IL-10**) e deficientes para a produgdo desta citocina (IL-107).
Camundongos de ambas as linhagens foram submetidos ou ndo a tratamento com o AB e
desafiados com LPS. Os resultados da analise de sobrevivéncia podem ser observados na



figura 17. Animais 1L-107, tratados ou ndo com o AB, tiveram elevada taxa de mortalidade,
(16 e 8 %, respectivamente). J& os animais I1L-10** tratados com o AB e desafiados com o
LPS apresentaram 83 % de sobrevivéncia enquanto os ndo tratados com a droga apresentaram

um percentual de sobrevivéncia bastante reduzido (33 %) apés o desafio com LPS.
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Figura 17. Sobrevivéncia de animais C57BL/6 IL-10" e IL-10""* tratados ou ndo com écido betulinico e
desafiados com LPS. Animais machos da linhagem C57BL/6 IL-10"* e IL-107" foram tratados ou néo com
acido betulinico (AB, 66,7 mg/kg) e apés 90 minutos receberam administragcdo de uma dose de 600 pg de LPS.
Ambas as substancias foram administradas via intraperitoneal. A sobrevivéncia dos animais (n=11) foi
observada durante 4 dias. Diferencas entre as curvas de sobrevivéncia dos camundongos 1L-10** tratados com
AB e demais foram estatisticamente significativas (teste Logrank, p<0.05).

A avaliagdo da atividade in vitro sobre a producdo de TNF-& usando macréfagos da linhagem
J774 mostra que, nas duas concentra¢des da droga avaliadas (10 e 1 pM), ndo houve inibi¢cdo
de TNF-4 em relacdo ao controle estimulado com LPS (Figura 18), ao contrario da

dexametasona. A citotoxicidade nas concentragdes testadas foi 14,7% (10 uM) e 4,8 % (1
HUM).



Figura 18
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Figura 18. Produgdo de TNF-4 em culturas de macréfagos ativados com LPS em presenca do &cido
betulinico. Macréfagos da linhagem J774 foram cultivados, estimulados ou ndo com LPS (500 ng/mL) e
incubados na presenca ou auséncia de dexametasona e &cido betulinico, durante 4 h. Os sobrenadantes foram
entdo coletados e os niveis de TNF-& determinados pelo método de ELISA. A anélise estatistica foi feita usando

o teste ANOVA seguida do teste de comparag¢do multipla de Newman-Keuls. *p<0,05.

Para avaliar se um possivel metabélito do AB exerce efeitos sobre os macréfagos, foram
dosados os niveis de TNF-&4 por macréfagos peritoneais residentes de animais previamente
tratados com a droga. Na figura 19 pode-se observar que os macrdfagos ndo estimulados
coletados de animais tratados com dexametasona e AB (67 mg/kg) apresentam uma pequena
reducdo nos niveis basais de TNF-4 em relacdo aos controles tratados com salina. J& os
valores de TNF-& por macréfagos peritoneais residentes de camundongos previamente
tratados com dexametasona ou AB foram significativamente reduzidos apés a estimulagdo
por LPS em comparacéo com os de animais tratados com salina (Figura 19).



Figura 19
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Figura 19. Dosagem de TNF-& no sobrenadante de macréfagos residentes coletados de camundongos
apo6s tratamento in vivo. Animais da linhagem BALB/c foram tratados com salina, dexametasona (Dexa, 0,5
mg/kg) ou acido betulinico (AB, 67 mg/kg) e ap6s duas horas foram eutanasiados para coleta de macréfagos
residentes através de lavagem peritoneal. As células foram incubadas durante 4 h e estimuladas ou ndo com LPS
(500 ng/mL). Os sobrenadantes foram entdo coletados e os niveis de TNF-a4 determinados pelo método de
ELISA. A andlise estatistica foi feita usando o teste ANOVA seguida do teste de comparagdo mdaltipla de

Newman-Keuls. ***p<0,001.



7 DISCUSSAO

Neste trabalho foi realizada a avaliagdo da atividade imunomoduladora de uma biblioteca de
substancias isoladas principalmente de vegetais da regido do semi-arido brasileiro e
moléculas derivadas de algumas destas, obtidas por sintese quimica. A avaliacdo realizada da
atividade farmacoldgica de entidades quimicas obtidas de vegetais de uma regido ainda muito
pouco explorada sob este aspecto indica um elevado potencial farmacolégico de moléculas
isoladas de vegetais desse bioma em relacdo os pardmetros analisados.

Das 215 moléculas que tiveram suas atividades avaliadas, foram selecionadas 10 para anélise
em modelo de endotoxemia. Outras moléculas, também promissoras em ensaios in vitro ndo
foram analisadas in vivo pelo fato de néo se dispor das mesmas em quantidades suficientes
para tais experimentos. Com isso, as 10 moléculas com resultados apresentados neste
trabalho ndo sdo as Unicas que figuram entre aquelas com resultados promissores em
imunossupressdo. Trinta e sete (17%) moléculas que apresentaram elevado percentual de
inibicdo da producdo de NO, enquanto que o nimero de moléculas com atividade inibidora
da proliferacdo de linfdcitos ativados é bastante superior, alcangando o valor de 52 % de
estruturas analisadas com atividade entre 70-100 % de inibicdo. Vinte e oito moléculas (13
%) apresentaram elevado percentual de atividade sobre macrofagos e linfocitos enquanto
onze (5,2 %) ndo tiveram nenhuma atividade sobre estas células, nos modelos avaliados.

As classes quimicas as quais pertencem as substancias avaliadas em modelos in vivo, neste
trabalho, apresentam diversos relatos na literatura cientifica de atividades bioldgicas
apresentadas por moléculas a elas pertencentes (GONZALES-COLOMA, 2010) tais como
atividade anti-HIV e quimioprotetora contra carcinogénese para as quinonas
(FALKENBERG, 2007), atividade vasodilatadora coronariana, anticoagulante e
broncodilatadora para as cumarinas (KUSTER, 2007) e ainda atividade anti-mitotica, anti-
Plasmodium e inibidora da topoisomerase (REDDY, 2009).

O modelo de endotoxemia, apesar de ndo reproduzir todas as caracteristicas fisiopatologicas
da sepse em humanos, permite o estudo da biologia basica da doenca, utilizando animais
(camundongos) de facil manipulacdo. Assim, pardmetros imunoldgicos podem ser analisados
a partir desse modelo, como a dosagem de citocinas, e a taxa sobrevivéncia dos animais pode
ser avaliada. Este modelo permite ainda a utilizacdo de linhagens de camundongos
transgénicos para a investigacdo de mecanismos de a¢do das moléculas estudadas, como, por

exemplo, os animais 1L-10"- aqui utilizados.



Produtos naturais tém sido amplamente estudados quanto as potenciais atividades bioldgicas
e muitos deles tem se mostrado ativos em modelos experimentais de endotoxemia induzida
por LPS. Diversas moléculas isoladas de vegetais e estudadas nesse modelo tém suas
atividades relatadas como € o caso das fisalinas B, F e G, substancias da classe dos seco-
esterdides, produzidas pela espécie Physalis angulata, e que apresentam elevado potencial
imunossupressor, protengendo animais desafiados com dose letal de LPS (SOARES, 2003).
Também ativo é o galato de epigalocatequina, componente fendlico majoritario da espécie
Camellia sinensis, molécula que oferece protecdo no mesmo modelo. Ndo somente
substancias puras, mas também extratos de vegetais como os das espécies Angelica sinensis
(WANG, 2006) e Ruta chalepensis (IAUK, 2004) t¢ém demonstrado atividade neste modelo,
principalmente a partir da modulacdo de citocinas proinflamatérias. Moléculas isoladas de
vegetais e derivados sintéticos com resultados de estudos aqui apresentados, a exemplo das
substancias citadas acima, também apresentam potencial imunossupressor em modelo de
endotoxemia.

O lapachol é uma naftoquinona isolada do lenho de varias espécies da familia Bignoniaceae.
Cascas de espécies dessa familia sdo usadas em medicina popular com vérias finalidades,
sobretudo como adstringente, febrifugo e anti-reumatico. Na década de 70 o uso
indiscriminado de extratos & base de Tabebuia spp. contra diversos tipos de cancer quase
colocou essa planta em risco de extingdo. O lapachol apresentou atividade antitumoral in
vitro e estudos clinicos foram desenvolvidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (NCI, EUA). As investigacGes foram suspensas devido a baixa biodisponibilidade da
substancia, que tornava necessario o uso de altas doses para atingir concentragcdes
terapéuticas. Essas doses implicavam efeitos tdxicos, entre os quais o prolongamento do
tempo de protrombina, sendo esse efeito anticoagulante devido possivelmente & similaridade
estrutural do lapachol com a vitamina K. O lapachol e outras quinonas isoladas de espécies da
familia Bignoniaceae continuam, entretanto, sendo objeto de interesse cientifico e tema de
muitas investigacdes (FALKENBERG, 2007).

O lapachol e as cinco moléculas derivadas (moléculas da classe das quinonas) selecionados
para avaliacdo in vitro apresentaram resultados promissores nos ensaios de imunossupressao
in vitro. Destas seis moléculas, o lapachol e cinco dos derivados foram avaliados em modelo
de endotoxemia, confirmando alguns dos resultados obtidos in vitro. O lapachol foi ativo nos
dois ensaios in vitro utilizados, como também no modelo in vivo, protegendo os animais
submetidos ao desafio com LPS em 70 %, ao final de quatro dias de observagdo. O nor-

lapachol, droga que inibe tanto a produgdo de NO quanto a linfoproliferacdo in vitro, em



modelo in vivo apresentou protegdo aos animais nas duas doses testadas. A a-lapachona, a-3-
I-lapachona e o isolapachol acetilado, apesar de apresentar algum potencial imunossupressor
in vitro, ndo apresentaram atividade imunossupressora in vivo. J& a p-I-lapachona, molécula
que ndo apresentou atividade imunossupressora in vitro, apresentou uma capacidade de
protecdo in vivo existindo 50 % de sobrevivéncia dos animais desafiados com LPS. O
lapachol e seus derivados, sobretudo os aqui testados, sdo moléculas que apresentam
potencial imunossupressor e que devem ser mais avaliados enquanto potenciais candidatos a
medicamentos. Mesmo tendo sido descartado o uso do lapachol para o tratamento de
neoplasias, a molécula e dois dos derivados, diante dos resultados aqui apresentados, sdo
moléculas que potencialmente podem ser utilizadas enquanto imunossupressores e que para
tal finalidade outras investigacBes devem ser feitas. Em comparagcdo com os resultados
obtidos para a dexametasona, droga imunossupressora padréo, o lapachol protegeos animais
de forma semelhante a dexametasona. Essa comparagdo destaca o potencial imunossupressor
do lapachol e é de grande importancia se considerado que a dexametasona, droga da classe
dos corticoides, apresenta utilizacdo limitada pelos efeitos colaterais apresentados,
principalmente durante tratamentos prolongados (SOARES, 2003).

Outra substancia analisada foi a solidagenona, molécula classificada como diterpeno labdano
(terpenoide) com atividade gastroprotetora comprovada experimentalmente (SCHMEDA-
HIRSCHMANN, 2002) e que de acordo com os resultados dessa investigagdo apresentou
elevado potencial imunossupressor in vitro. In vivo, na mais elevada dose utilizada,
apresentou protecdo a 67 % dos animais submetidos a endotoxemia. Na menor dose testada,
ndo houve prote¢do em relagdo ao grupo tratado com salina. A solidagenona ndo foi isolada
de vegetal do semi-arido brasileiro, mas sim de espécie vegetal nativa da América do Sul
(Solidago chilensis Meyen) e encontrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Os rizomas
secos da planta sdo amplamente utilizados em medicina popular por conta das suas atividades
diurética, estimulante do apetite e anti-helmintica além da atividade antiinflamatdria, também
em medicina popular atribuida as partes aéreas da planta (VALVERDE-SOARES, 2009).
Cumarinas sdo substancias que possuem diversas atividades biologicas, dentre elas a
atividade antiinflamatéria (LUCHINI, 2008; FALKENBERG, 2007). A benzopirona e a
hidroxicumarina sdo moléculas que pertencem a classe das cumarinas. A benzopirona quando
utilizada in vivo é metabolizada, gerando derivados quimicos dentre o0s quais estd a
hidroxicumarina. Ambas as moléculas apresentaram atividade imunossupressora in vitro,
sendo ambas ativas sobre a inibi¢do da proliferagdo de linfocitos ativados. A benzopirona tem
sido investigada para o tratamento de processos inflamatérios (BECKLEY-KARTEY, 1997)



e do cancer, para a qual ha relato na literatura de estudos clinicos de fase | para o tratamento
de pacientes portadores de melanoma e carcinoma de células renais em estagio avancado.
Também € descrita na literatura a seguranca de uso clinico da benzopirona, mesmo em doses
elevadas (BECKLEY-KARTEY,1997; MARSHALL,1991). Ja em relacdo a
hidroxicumarina, ha relatos de modulagdo do sistema imune através da inibicdo da producao
de citocinas proinflamatérias (IL-1c, IL-6 € TNF-o), em modelo usando células P388D1
infectadas pelo virus influenza (KUROKAWA, 2010) e também em modelo usando as
mesmas células estimuladas com LPS (KUROKAWA, 2003). Os resultados in vivo obtidos
em animais tratados com a benzopirona mostram protecéo contra a mortalidade induzida pela
dose letal, enquanto que a hidroxicumarina, um dos metabdlitos da benzopirona, néo
apresentou prote¢do aos animais submetidos & endotoxemia. A benzopirona é metabolizada, a
depender da espécie animal, originando seis diferentes derivados, através de reacdo de
hidroxilacéo e ainda pelo menos quatro outros produtos podem ser originados a partir da
abertura do anel lactdnico (LAKE, 1999; BORN, 2003; FELTER, 2006).

Foram feitos experimentos adicionais com estas duas moléculas, visando elucidar os seus
mecanismos de agdo protetora. Em experimentos in vivo, demostrou-se que a benzopirona
inibe a producdo de TNF-o, uma citocina central para o desenvolvimento do processo
fisiopatol4gico desencadeado pela administragdo de LPS (BLACKWELL, 1996). O fato de a
producdo de IL-10, uma citocina com acdo antiinflamatdria conhecida (OBERHOLZER,
2002), estar aumentada nos animais tratados com BZP apenas na dose protetora (71,4 mg/kg)
ao desafio com LPS sugere um papel desta citocina na protecdo e diminui¢do dos niveis de
TNF-a. A IL-6 foi outra citocina que teve seus niveis de producdo aumentados em relacdo
aos grupos tratados com salina ou dexametasona. Embora ndo tenha havido correlagdo entre
o0s niveis de IL-6 e a prote¢do contra a mortalidade, ndo podemos descartar um papel desta
citocina na protecdo induzida pela BZP na endotoxemia. E relatada na literatura uma
tendéncia ao aumento da secre¢do de IL-6, in vitro, em culturas estimuladas com LPS e
cultivadas em presenca da benzopirona (STUHLMEIER, 1991). Também ha referéncias que
apontam o efeito pleiotrépico desta citocina (PRITTS, 2002), conforme ja mencionado neste
trabalho. Assim, pode ser a combinagéo dos dois efeitos, aumentando a produgédo destas duas
citocinas, o que oferece protecdo aos animais considerando inclusive que a IL-6 pode
apresentar efeito antiinflamatério, a depender do ambiente em que se encontra (PRITTS,
2002).

Por ser 0 macrofago a principal célula produtora de TNF-o apds estimulagdo com LPS, foi

avaliada a producdo desta citocina por macréfagos ativados com LPS, in vitro. A adi¢do de



benzopirona ou de seu metabdlito, a hidroxicumarina, nao foi capaz de inibir a producéo de
TNF-a in vitro apds estimulacdo com LPS. Estes resultados sugeriram que a atividade
inibitéria do TNF in vivo e seu efeito protetor na endotoxemia € causado por um metabdlito
da BZP ou devido a sua acdo em outros tipos células que, indiretamente levariam a reducéo
da producdo de TNF-o por macréfagos. Realizou-se entdo um experimento utilizando
macréfagos peritoneais de animais tratados previamente com essas duas substancias. Os
macréfagos peritoneais de animais previamente tratados com a BZP apresentaram uma
reducdo nos niveis de TNF-o, demonstrando que in vivo essas células sdo de fato moduladas
pela acdo das duas substancias. Observou-se ainda uma menor inibi¢do dos niveis de TNF-a
por macrofagos peritoneais obtidos de animais previamente tratados com hidroxicumarina.
Em conjunto, estes dados sugerem que a agdo protetora da BZP é causada por outro
metabdlito que ndo a hidroxicumarina (LAKE, 1999).

O é&cido betulinico foi outra molécula da classe dos terpenos (triterpeno pentaciclico) que foi
avaliada. Conforme ja descrito acima, a classe dos terpenos apresenta os mais diversos efeitos
biolégicos, relatados na literatura. Em especial para o acido betulinico, molécula ja bastante
estudada em outros modelos, ha relatos de atividade indutora de apoptose em células
neoplasicas (DRAG-ZALESINSKA, 2009; FULDA, 2009), atividade anti-HIV (DANG,
2009; SMITH, 2007), anti-VHB (YAO, 2009), anti-micobacteriana
(TANACHATCHAIRATANA, 2009), antiinflamatéria (AGUIRRE, 2006), anti-T. cruzi
(CAMPOS, 2005), anti-helmintica (ENWEREM, 2001), além da atividade imunomoduladora
in vitro (YUN, 2003). Diante dessas atividades relatadas, ha um grande potencial para o
estudo do AB considerando que a droga é segura mesmo em doses superiores a 500 mg/kg,
conforme relatado na literatura para estudos como agente antitumoral (NAKAGAWA-
GOTO, 2009; YOGEESWARI, 2005; CICHEWICZ e KOUZI, 1993). Em nossos
experimentos in vitro de avaliacdo de atividade imunomoduladora, observamos um baixo
potencial imunossupressor para esta molécula tanto em cultura de macréfagos quanto de
linfécitos ativados, em concentragdes atoxicas para as células. Vale ainda ressaltar que h&
relatos na literatura para o baixo potencial imunossupressor do AB quanto a producdo de NO
por macréfagos ativados (HONDA, 2006; STEINKAMP-FENSKE, 2007), dado coincidente
com os achados deste trabalho.

Experimentos no modelo de endotoxemia com esta molécula demonstraram que a
administracdo de &cido betulinico protege 100 % dos animais, demonstrando uma potente
atividade imunossupressora desta molécula in vivo. Visando ao esclarecimento do mecanismo

de acdo protetora para esta substancia, os niveis das citocinas TNF-a, IL-10 e IL-6 foram



determinados no soro de animais tratados ou ndo com esta droga. Observamos uma reducéo
de TNF-a, correlacionado ao efeito protetor contra a mortalidade. J a producéo de IL-10 foi
aumentada pelo tratamento com &cido betulinico, sugerindo um papel desta citocina
antiinflamatéria na protecdo induzida pelo AB (BLACKWELL, 1996).

Com o objetivo de observar a importancia do aumento da producdo de IL-10 para a
sobrevivéncia de animais tratados com o acido betulinico e desafiados com LPS, utilizamos
animais da linhagem C57BL/6 selvagens e IL-107-. A dose utilizada para o tratamento foi a
mesma que ofereceu 100 % de protecdo aos animais BALB/c também desafiados com LPS.
Mesmo tratados com o acido betulinico, camundongos IL-107 desafiados com o LPS
apresentaram elevada taxa de mortalidade. Ja nos animais selvagens, o tratamento com o
4cido betulinico resultou em uma protecdo de 83 %, enquanto 0s ndo-tratados com a droga
apresentaram somente 33 % de sobrevivéncia. Este dado reforca a ideia de que a ac¢do do
acido betulinico protege os animais endotoxémicos através de mecanismo dependente da
producéo de IL-10.

Experimentos in vitro foram realizados visando observar os efeitos do tratamento com AB na
producdo de TNF-a por macrofagos ativados por LPS. Assim como a BZP, o AB néo foi
capaz de inibir a produgdo desta citocina in vitro, sugerindo que esta molécula pode também
exercer seu efeito protetor indiretamente. O experimento com macréfagos residentes de
animais previamente tratados com AB confirmou que esta molécula produz a inibi¢do da
produgdo de TNF-a por macrofagos ativados por LPS, e sugere a acdo através de algum
metabolito ativo do acido betulinico, obtido a partir do metabolismo in vivo da droga.

E de grande importancia, sempre que possivel, a proposicdo de novas metodologias de
analise da atividade biol6gica de moléculas até entdo ndo estudadas, em substituicdo a
utilizacdo de animais. Experimentos utilizando células de linhagens imortalizadas
apresentam-se como boa alternativa desde que a linhagem adeque-se as necessidades do
experimento. Contudo, a partir da avaliacdo dos resultados dos experimentos in vitro aqui
apresentados e da comparagdo com os dados de experimentos in vivo pode-se verificar que
resultados in vitro nem sempre sdo preditivos das atividades apresentadas pelas moléculas
guando avaliadas in vivo. Isso ndo significa que os ensaios in vitro ndo sejam importantes e
sim que podem existir variagdes entre os resultados de experimentos nas duas condigdes. Para
ilustrar esta informacdo, pode-se destacar, sobretudo em relacdo ao AB, resultados
promissores in vivo mas ndo boa atividade in vitro. Este fato pode ser atribuido aos efeitos do
metabolismo do organismo sobre a droga, gerando derivados quimicos mais ativos. Outra

possibilidade é a de que esta modulagdo observada in vivo pode ndo ter sido observada em



experimentos in vitro em culturas isoladas de macréfagos ou linfécitos por uma acao direta
das moléculas em outro tipo celular, presente no animal.

O 4cido betulinico é uma droga j& bastante estudada, deu origem a nova classe de
antirretrovirais denominada “inibidora de matura¢do” e encontra-se em avaliagdo clinica, fase
Il (ADAMSON, 2010). A benzopirona também é uma substancia que apresenta
caracteristicas farmacolégicas ja bem descritas na literatura e, apesar de j& existirem alguns
estudos descrevendo caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas para essas duas
moléculas, estudos posteriores envolvendo estas substancias sdo imprescindiveis, tendo como
finalidade a observacdo de outros parametros envolvidos na regulagdo do sistema imune,
ainda ndo avaliados. Estas condicBes apresentadas sdo bastante favordveis ao
desenvolvimento de novos medicamentos a partir das duas substancias. Ainda deve-se
considerar a atividade farmacoldgica imunossupressora, descrita neste trabalho para o AB e
BZP e a seguranga de uso para ambas, uma vez que medicamento derivado do AB é utilizado
para tratamento de patologia cronica (HIV/AIDS) e medicamento & base da BzP
(VENALOTP®) ¢é utilizado para tratamento da insuficiéncia venosa cronica e que por isso tém
implicito a segurancga de uso por tempo prolongado conforme relatado na literatura (SMITH,
2007; HOULT, 1996). Para as demais moléculas, ainda ndo estudadas quanto a modulagéo do
sistema imune, os estudos devem ser realizados visando elucidar os mecanismos produtores
da atividade imunossupressora considerando que também sdo potenciais candidatas ao

desenvolvimento de novos medicamentos.



8 CONCLUSOES

e Identificamos um elevado percentual de moléculas com atividade imunossupressora
de moléculas obtidas de vegetais bem como seus derivados sintéticos, em ensaios in

vitro, sobre macréfagos e linfocitos ativados.

e O resultado de 10 das moléculas testadas in vitro e no modelo de endotoxemia
demonstra ndo haver uma correlacdo direta entre os resultados nos ensaios in vitro e

atividade protetora no modelo de endotoxemia.

e Os resultados in vivo do tratamento com a benzopirona e o &cido betulinico
confirmam um papel crucial da IL-10 na prote¢do contra a endotoxemia através da
reducdo da produgdo de TNF-a.

e Resultados obtidos para a benzopirona e acido betulinico reforcam a importancia da
continuagdo dos estudos pré-clinicos com essas moléculas, potenciais candidatas a

novos farmacos imunossupressores.
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ANEXOS

Os artigos publicados no periodo de realizagdo do curso de doutorado estdo aqui anexados.



