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RESUMO

Canistrocarpus cervicornis € uma alga marinha marrom da familia Dictyotaceae, que
produz uma grande variedade de metabdlitos secundarios bioativos, principalmente
diterpenos. Estudos farmacoldgicos tém demonstrado o potencial anti-inflamatorio
de Dictyota menstrualis, também pertencente a familia Dictyotaceae. No entanto, o
possivel papel de C. cervicornis no processo inflamatorio ndo tinha sido investigado
anteriormente. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, os efeitos anti-
inflamatorios desencadeados pelas fracdes hexano:acetato (H:A 85/15) e acetato de
etila (AcOEt) de C. cervicornis. Inicialmente, macrofagos isolados da cavidade
peritoneal de camundongos foram cultivados na concentracdo de 4 x 10° cels/poco.
As células foram tratadas com as fracdes H:A 85/15 e AcOEt (10, 50 e 100 pg/mL)
na presenca ou auséncia de lipopolissacarideo (LPS) a 1 pg/mL por 24 h. Em
seguida, os sobrenadantes foram recolhidos para determinacdo do Oxido nitrico
(NO) com o reagente de Griess e quantificacdo das citocinas (TNF-a, IL 6 e IL-10)
por ELISA. A viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT. Os dados
foram analisados usando one-way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Todos os
procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica do
Centro de Biotecnologia (0301/13). Como esperado, o LPS induziu aumento da
producdo de NO e das citocinas IL-10, IL-6 e TNF-a. Este efeito foi inibido pelo
tratamento com as fracbes H:A 85/15 e AcOEt. Do mesmo modo, os niveis de IL-10
também foram reduzidos pelo tratamento com ambas as fracfes, assim como 0s
niveis da citocina pro-inflamatdéria IL-6. Por outro lado, os niveis de TNF-a ndo foram
modificados pelo tratamento com as fragbes H:A 85/15 e AcOEt. O efeito anti-
inflamatorio de C. cervicornis ndo esté relacionado com a morte celular, visto que as
fragcbes H:A 85/15 e AcOEt nao foram capazes de interferir na viabilidade celular.
Este trabalho demonstrou, que a alga Canistrocarpus cervicornis apresenta, in vitro,

efeitos anti-inflamatorios relacionados com a inibigdo do oxido nitrico, IL 6 e IL-10.

Palavras-chave: Imunomodulag&o. Oxido nitrico. Citocinas. Algas pardas.



ABSTRACT

Canistrocarpus cervicornis is a marine brown seaweed from the Dictyotaceae family,
which produces a wide variety of bioactives secondary metabolites, mostly
diterpenes. Pharmacological studies have demonstrated an anti-inflammatory
potential of Dictyota menstrualis, also belonging to the family Dictyotaceae. However,
the possible role of C. cervicornis on inflammatory process had not been investigate
previously. Thus, the aim of this study was to evaluate, in vitro, anti-inflammatory
effects triggered by hexane:acetate (H:A 85/15) and ethyl acetate (EtOAc) fractions
from C. cervicornis. Initially, macrophages isolated from mouse peritoneal cavity were
cultured at a concentration of 4 x 10° cells/well. Cells were treated with H:A/85:15 or
EtOAc fractions from C. cervicornis (10, 50 and 100 pug/mL) in absence or presence
of lipopolissacharide (LPS) at 1 pg/mL for 24 h. Next, supernatants were harvested
for nitric oxide (NO) determination with Griess reagent and cytokine quantification
(TNF-a, IL-6 and IL-10) by ELISA. Cell viability was determined by MTT method.
Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett test. All procedures
adopted in this study were approved by Ethics Committee of Biotechnology Center
(0301/13). As expected, LPS induced increased NO production and cytokines IL-10,
IL-6 and TNF-a levels. This effect was inhibited by H:A/85:15 or EtOAc fractions
treatment. Similarly, IL-10 levels were also reduced by the treatment with both
fractions as well as the IL-6 pro-inflammatory cytokine levels. On the other hand,
TNF-a levels were not modified by H:A 85/15 and EtOAc treatments. The anti-
inflammatory effect of C. cervicornis is not associated with cell death, since H:A
85/15 and EtOAc fractions were not able to affect cell viability. This study
demonstrated that Canistrocarpus Cervicornis exhibits in vitro anti- inflammatory

effects related to inhibition of nitric oxide, IL 6 and IL -10 cytokines.

Key words: Immunomodulation. Nitric oxide. Cytokines. Brown seaweed
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

Os produtos naturais de origem marinha constituem uma excelente fonte de
moléculas com atividades biolégicas promissoras. Isso se deve ndo s6 pela grande
variedade e numero de espécies presentes nos habitats naturais, mas
principalmente pela grande diversidade estrutural dos compostos produzidos e pelas
propriedades medicinais inexploradas (NEWMAN; CRAGG; SANDER, 2003;
NIELSEN, 2002).

O Brasil € um pais continental que possui uma diversificada flora marinha
endémica que oferece grande possibilidade para o estudo quimico de produtos
naturais em busca de novas moléculas bioativas (BIANCO; TEIXEIRA; PEREIRA,
2010; KELECOM, 1997; PEREIRA; OLIVEIRA; SUDATI, 2011).

No contexto dos produtos naturais, encontram-se as algas marinhas, um
grupo de organismos heterogéneos divididos em macroalgas, que ocupam a zona
litoral; e microalgas, que podem habitar o litoral ou os oceanos. A classificacao
botanica, baseada em estrutura fisica, pigmentacéo, funcéo e ciclo de vida, divide as
macroalgas em trés grandes grupos: Chlorophyta (algas verdes); Phaeophyta (algas
pardas ou marrons) e Rhodophyta (algas vermelhas). As macroalgas produzem
cerca de 20% de todos os produtos naturais marinhos descritos até o momento
(BLUNT et al., 2008; GARSON, 1989).

As algas pardas constituem o grupo mais abundante presente ao longo da
costa do Brasil e estudos revelam que estas contribuem com grande parte da
producdo bibliografica envolvendo substancias produzidas por algas marinhas
brasileiras (KELECOM, 1997). Até o momento, estas algas incluem uma infinidade
de taxa incluindo 19 ordens, 62 familias, 473 géneros e cerca de 2000 espécies
(GUIRY; GUIRY, 2014). Dentre as principais familias de algas pardas, encontra-se a
Dictyotaceae, que apresenta atualmente 18 géneros (WYSOR; DE CLERCK, 2003).

Segundo De Clerck e colaboradores (2006) a familia Dictyotaceae esta
dividida em duas tribos, a tribo Dictyoteae e a tribo Zonarieae, que sao diferenciadas
pelo crescimento do seu talo por uma ou varias células apicais, sendo que na tribo

Dictyoteae o crescimento do talo é realizado por uma Unica célula apical. Ainda
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baseando-se nesse estudo a Dictyoteae é composta de trés unicos géneros:
Canistrocarpus De Paula et De Clerck, Dictyota Lamouroux e Rugulopteryx De

Clerck et Coppejans (Figura 1).

Figura 1 — Divisdo da familia Dictyotaceae

Dictyotaceae

v

\ 4

Dictyoteae Zonarieae

y

A \ 4 A 4

Canistrocarpus Dictyota Rugulopteryx

Fonte: Autor, 2016.

A Dictyotaceae produz um numero significante de metabdlitos secundarios,
especialmente terpenos. Estas substancias atuam nas relacfes ecoldgicas como
anti-incrustantes e como minimizadores de herbivoria. Além disso, elas possuem
potencial para diversas atividades bioldgicas e servem como marcadores
taxondmicos e biogeogréficos para alguns géneros ou familias (BIANCO; TEIXEIRA;
PEREIRA, 2010). Os diterpenos produzidos por essa familia tém trés tipos de
esqueleto de carbono: xenicanos, dolabelanos e sesquiterpenos extendidos.
Ademais, muitos membros da familia produzem diterpenos ciclicos que sao Unicos
na variedade estrutural de produtos marinhos (AMICO et al., 1980; DURAN et al.,
1997; SUN et al., 1983). Estudos fitoquimicos relatam o isolamento de mais de 300
diterpenos de aproximadamente 35 espécies desta familia coletados ao redor do
mundo (VALLIM et al., 2005).

Dentro da familia Dictyotaceae, destaca-se a espécie Canistrocarpus
cervicornis (anteriormente classificada como Dictyota pulchella), que apresenta talo
de cor marrom clara a ligeiramente pardo-esverdeada, podendo atingir até 11 cm de
altura, ramos pouco espiralados e abertos (Figura 2) e produzem diterpenos
monociclicos, biciclicos e triciclicos (DE CLERCK et al., 2006; TEIXEIRA et al.,
1986).
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Figura 2 — Fotografia de Canistrocarpus cervicornis
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Fonte:<www.algaebase.org>

Os diterpenos e outros metabdlitos secundéarios dessa alga apresentam
varias atividades biologicas relatadas, tais como: antiviral (PEREIRA et al., 2004;
KOISHI et al, 2012), anti-leishmania (DOS SANTOS et al., 2011), anticoagulante e
antiplaquetaria (MOURA et al., 2011), antioxidante (CAMARA et al, 2011), acaricida
e repelente (BORN; BIANCO; CAMARA, 2012), vasorelaxante (QUEIROZ et al.,
2011), contra alguns dos efeitos do veneno da serpente Bothrops jararaca, como
hemolise, protedlise e hemorragia (DOMINGOS et al. 2011) e atividade anticancer
(AYYAD et al. 2011).

Figueiredo (2013), em estudo com C. cervicornis obteve as fragbes
hexano:acetao 85/15 (H:A 85/15) e acetato de etila (AcOEt). Os detalhes da
metodologia de obtencdo dessas fragBes estdo disponiveis na tese intitulada
“Contribuicdo a quimiotaxonomia e ficoquimica de Canistrocarpus cervicornis
(katzing) De Paula & De Clerck (Dictyotaceae) coletada nos litorais paraibano e
fluminense” do Programa de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB,
Jodo Pessoa, PB. De forma resumida, apés a coleta, as algas foram secas em local
arejado e ao abrigo de luz, e entdo submetidas aos procedimentos de extracdo. Os
materiais secos foram extraidos por maceracdo utilizando uma mistura de
diclorometano (CH2Cl2) e metanol (MeOH) na proporgéo de 2:1 e a solugdo extrativa

foi filtrada e concentrada com o auxilio de um evaporador, obtendo-se assim o
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extrato bruto de C. cervcornis. O extrato bruto foi submetido a filtracdo a vacuo
utilizando como fase estacionaria silica gel e como eluentes hexano (hex) e acetato
de etila (AcOEt), puros ou em misturas binarias. A mistura de 85% de hexano com
15% de acetato de etila originou a fracdo H:A 85\15. Ja a utilizacdo apenas de
acetato de etila originou a fracdo AcOEt (FIGUEIREDO, 2013) (Figura 3).

Figura 3 — Esquema de obtencéo das fracdes de C. cervicornis

ALGA SECA
CH2Cl2 e MeOH (2:1)

\ 4

EXTRATO BRUTO

Filtracdo a vacuo (silica gel)

Hex e AcOEt AcOEt

A 4 \ 4

Fracdo H:A 85/15 Fracdo AcOEt

Fonte: Autor, 2016

1.2 Inflamacéao

A resposta imune é resultante de interacdes celulares e moleculares entre
seus componentes que mantém/restabelecem a homeostasia. Essa resposta é
desencadeada quando ocorre o reconhecimento de um agente lesivo, infeccioso ou
nao (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). A neutralizacdo e a eliminacdo de forma
satisfatoria desses agentes culminam com a resolucao da inflamacéo e restauracéo
da homeostase dos tecidos. Dentro desse contexto, a inflamacdo € uma resposta
fisiolégica do organismo capaz de restaurar a integridade perdida (TROWBRIDGE;
EMLING, 1996).

Uma resposta inflamatdria excessiva ou desregulada juntamente com
processos de reparo ineficientes resulta em falha da resolucdo da inflamacao, o que
é considerado como um componente critico de muitas doengas cronicas humanas
(FILEP, 2013).

ApOs o0 contato com um estimulo lesivo ocorre o desencadeamento da

resposta inflamatoria, observando-se uma fase inicial denominada fase aguda, que é
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estereotipada e apresenta duracdo relativamente curta, perdurando por alguns
minutos, horas ou por um ou dois dias. (ARSATI, et. al., 1999). Fenbmenos
vasculares e celulares que ocorrem durante o desenvolvimento da fase aguda levam
ao surgimento dos quatro sinais cardeais da inflamacéo: rubor, calor, tumor e dor,
descritos por Cornelius Celsus (LUENGO, 2005). Rudolph Virchow adicionou o
quinto sinal cardinal: functio laesa (perturbacdo da funcdo) em 1858. Atualmente,
esta definido que os sinais clinicos da inflamacao resultam da vasodilatacdo (calor e
rubor); da estimulacdo dos terminais nervosos por mediadores (dor); do acumulo de
leucécitos e do aumento do fluido intersticial (tumor ou edema) e da inibicdo do
reflexo muscular e rompimento da estrutura do tecido (perda da funcdo) (ALLER et
al., 2007; SCOTT et al., 2004).

A inflamacdo aguda, caracterizada principalmente pela vasodilatacao,
exsudacao de liquido plasmatico rico em proteinas e migracdo de células para o
local da injaria é fisiologicamente importante tanto na defesa do hospedeiro como na
reparacao tecidual, porém, se esse processo é exacerbado pode levar a lesdo
tecidual excessiva e evoluir para um processo cronico (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

A inflamacao crbnica é caracterizada por apresentar maior tempo de
duracdo e estar histologicamente associada a presenca de linfocitos, de macréfagos,
proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (FUJIWARA,
KOBAYASHI, 2005).

1.2.1 Células e moléculas envolvidas na inflamacéo

A resposta inflamatoria inclui a participacdo de varios tipos celulares, a
exemplo dos neutrofilos, mondcitos, macréfagos, mastocitos, linfocitos, ceélulas
dendriticas, células endoteliais, entre outras. As primeiras células a chegarem ao
tecido lesado séo os neutroéfilos e, logo apds, os macrofagos teciduais. Estas células
sdo recrutadas ao sitio inflamatério por quimiotaxia, existindo diferentes agentes
quimiotaticos para cada tipo celular (ABBAS; JANEWAY, 2000).

Os neutréfilos representam, aproximadamente, 50 a 70 % dos leucécitos no
sangue periférico humano. Estas células circulam por poucas horas antes de

morrerem e na presenca de sinais especificos deixam de circular e migram para 0s
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tecidos inflamados, sendo as primeiras que extravasam para os sitios inflamatoérios
(CHOI; SANTOSO; CHAVAKIS, 2009).

Os mondcitos constituem de 5 a 10 % dos leucdcitos periféricos humanos
circulantes e tém origem na medula 6ssea. Durante uma resposta inflamatéria sua
producdo é aumentada, ocorrendo migracdo dessas células para o tecido inflamado,
onde se diferenciam em macrofagos, mediante a presenca de estimulos (CHOI,
SANTOSO; CHAVAKIS, 2009; VAN FURTH, 1985). A migracao envolve aderéncia
ao endotélio, transmigracdo por entre as células endoteliais e passagem através de
estruturas subendoteliais, processo que dependente de moléculas de adeséo
(TAKEMURA; WERB, 1984).

Além dos macrofagos derivados dos monécitos sanguineos, ha uma
populacao de células residentes que recebe denominacdes especificas, dependendo
do tipo de tecido onde sao encontradas. No figado, os macréfagos sdo denominados
de células de Kupffer; no tecido 6sseo, eles formam o0s osteoclastos e no sistema
nervoso central, eles compreendem a microglia (GORDON, 1995). Os que residem
nos tecidos produzem baixos niveis de mediadores inflamatorios, entretanto, quando
estes sdo expostos a sinais ativadores como Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
Interferon gama (IFN-y), fator estimulante de colonias de granuldcitos - mondcitos
(GM-CSF), lipopolissacarideos bacterianos (LPS) assim como proteinas da matriz
extracelular estas células tornam-se ativadas (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

Ao serem ativados, os macréfagos mudam de caracteristicas, aumentando
de tamanho, a quantidade de granulos, a capacidade de aderir ao vidro, de espraiar,
de produzir 6xido nitrico e radicais livres e de secretar enzimas (principalmente
proteases). Estas mudancas aumentam sua atividade microbicida e tumoricida e sédo
muito bem observadas, in vitro e in vivo (MOSSER, 2003; PEREIRA et al., 1994).

As principais fungbes dos macréfagos no processo inflamatério séo:
fagocitose, apresentacao de antigenos e imunomodulagéo por meio da producao de
varias citocinas e fatores de crescimento, desempenhando papeis fundamentais na
iniciacdo, manutencao e resolucado do processo inflamatério (WILLOUGHBY et al.,
2000).

Uma grande variedade de tipos celulares produz proteinas, denominadas
citocinas, capazes de modular a funcdo da mesma célula que a produziu (controle
autocrino) ou de outros tipos celulares (controle paracrino) (CHAPLIN, 2010). A

atuacdo dessas moléculas se inicia em receptores especificos presentes na
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superficie da célula-alvo e sinais externos regulam a expressao desses receptores e
a resposta das células a essas substancias. A resposta celular, mediada por muitas
citocinas, consiste em induzir mudancas na expressao génica das células alvo, que
resultam na expressao de novas funcdes e as vezes, na proliferacdo dessas células
(ABBAS, et al., 2000).

As citocinas produzidas durante o processo inflamatério dependem da
natureza do agente causador. Assim, a presenca de patdégenos bacterianos ou das
substancias zimosan, carragenina e lipopolissacarideo s&do detectadas por
receptores celulares do sistema imune inato, como os TLRs, que sdo expressos em
macréfagos residentes e induzem a producdo de quimiocinas (por exemplo, CCL2,
CXCL1) e citocinas inflamatérias (por exemplo, IL-1, IL-6 e TNF-a) (MEDZHITOV
2008; TOGBE et al., 2006). As citocinas inflamatérias sdo sintetizadas por Vvarios
tipos celulares, majoritariamente mastécitos e macréfagos. Essas citocinas possuem
diversas fungbes na resposta inflamatoria, tais como a ativacdo do endotélio e de
leucdcitos, além da inducédo da resposta de fase aguda (HUME, 2006).

O fator de necrose tumoral (TNF) foi originalmente identificado como uma
substancia presente no soro de animais tratados com LPS bacteriano (endotoxina),
gue causa necrose de tumor, in vivo (ABBAS et al., 2000). Duas proteinas
homoélogas representam o TNF, TNF-a e TNF-B, sendo estas primariamente
derivadas de fagocitos mononucleares e linfécitos, respectivamente (BORISH;
STEINKE, 2003; SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 2000).

O TNF-a é produzido por células mononucleares e polimorfonucleares e esta
envolvido na patogénese de diversas doencas exercendo potentes efeitos
inflamatorios, como a ativagdo de neutrofilos e fagocitos mononucleares; aumento
da permeabilidade vascular; indu¢do da producdo de fatores de crescimento para
fibroblastos; angiogénese (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004) e indugdo da
expressao de moléculas de adeséo no endotélio (ICAM-1 e VCAM-1) (EL ALWANI et
al., 2006). A secrecdo de TNF-a em associacdo com a secrecdo de IL-1B induz a
producdo e liberacdo em cascata de varias outras citocinas proé-inflamatérias
secundarias, incluindo IL-6, IL-18, IL-12 (FEGHALI; WRIGHT, 1997; GOLDKIND,
2006; WITKAMP; MONSHOUWER, 2000).

A Interleucina6 (IL-6) pode ser produzida por varios tipos celulares, sendo as
células B, T e mondcitos suas principais fontes. Os estimulos para sua sintese sao
IL-1, LPS e TNF (ROTHEWELL, 1991). E uma citocina importante em respostas
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inflamatoérias agudas apresentando efeitos locais e sistémicos, entre eles a indugéo
da sintese hepética de diversos outros mediadores inflamatérios e também possui
acao no hipotalamo induzindo a febre (ABBAS; LICHTMAN, 2012).

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina pleiotropica (ou seja, de varios
efeitos) produzida por mondcitos, macrofagos e linfécitos (MOSMANN et al., 1994).
Destaca-se como potente imunossupressora por deprimir a ativacdo de células
mononucleares prevenindo a producéo de mediadores da inflamacao (DE WAAL et
al.,, 1991; FIORENTINO et al., 1991); deprimir a apresentacdo de antigenos (DE
WAAL et al., 1991) e a expressao de moléculas coestimuladoras, in vitro (WILLEMS
et al., 1994).

O Oxido nitrico (NO) € uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas (MORRIS; BILLIAR, 1994). E um radical livre, gasoso, inorganico,
incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado e possuindo tempo de meia-vida curto (BECKMAN; KOPPENOL,
1996).

O NO ¢é sintetizado em grandes quantidades durante o0 processo
inflamatoério. Segundo DUSSE, VIEIRA E CARVALHO (2003), a sintese do NO
ocorre pela acdo da enzima NO-sintase (NOS), que catalisa a reacdo de oxidacao
de um dos nitrogénios do aminoacido L-arginina, convertendo-o em L-citrulina. A
NOS possui duas categorias que agrupam varias isoformas, a NOS constitutiva (c-
NOS), dependente de ions calcio (Ca++) e de calmodulina, que esta envolvida na
sinalizacdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por macréfagos e outras
células ativadas por citocinas (MARLETTA, 1994; MONCADA et al., 1991).

A NOS constitutiva estd presente normalmente nos neurdnios, NOS
neuronal (n-NOS) e no endotélio, a NOS endotelial (e-NOS), sendo que o NO
produzido pelas células endoteliais tem grande importancia no processo de
relaxamento vascular. Acredita-se que a NOS induzivel possa ser produzida por
qualquer célula do organismo, desde que se tenha um estimulo apropriado
(BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005; CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002) (Figura
4).

A NOS constitutiva, em situacdes fisiologicas, libera NO em pequenas
quantidades; Ja a e-NOS pode aumentar a producdo de NO se houver aumento da
resisténcia vascular (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).
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Figura 4 — Isoformas da NOS

< ) \ Y

e-NOS  n-NOS i-NOS

Fonte: Dusse, Vieira e Carvalho, 2003

A NOS induzivel é expressa durante a inflamacédo em varios tipos celulares,
incluindo macrofagos, e produz grandes quantidades de NO (DAVIS et al., 2001,
LOWENSTEI; PADALKO, 2004). O NO produzido por macréfagos ativados,
desenvolve uma reacdo inflamatéria por levar a um aumento na sintese de
mediadores pré-inflamatérios, como citocinas e derivados do acido araquidénico e
por sua capacidade em ativar a enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2)
(DUDHGAONKAR et al., 2004).

A Ultima fase da inflamacéo é a resolucdo, que é critica para limitar danos
colaterais ao hospedeiro (SERHAN; SAVILL, 2005). Falhas no processo de
resolucdo da inflamacdo aguda podem contribuir para o desenvolvimento de
inflamacédo crénica e disfuncao tecidual (ISOBE; KATO; ARITA, 2012). Desativar a
sintese de mediadores pro-inflamatorios, diminuir o acimulo de células inflamatorias
e remover detritos sem iniciar uma resposta autoimune sdo fatores essenciais para
que ocorra a resolugdo do processo inflamatorio. Assim, as células fagociticas
mononucleares, como 0s macréfagos residentes e recrutados sao as células
primordialmente responsaveis pela restauracdo da homeostase do tecido inflamado
(GOMEZ-MUNOZ et al., 2013).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito imunomodulador das fracbes hexano:acetato (H:A 85/15)
e acetato de etila (AcOEt) da alga marinha Canistrocarpus cervicornis em
macréfagos peritoneais murinos, in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade das fracbes H:A 85/15 e AcOEt em diferentes

concentracoes;

e Avaliar a produgéo das citocinas TNF-qa, IL-6 e IL-10;

e Avaliar a producéo do oxido nitrico (NO).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albino fémeas com idade de 6-8
semanas e peso entre 25-30 g. Os animais eram mantidos sob controle alimentar
com uma dieta balanceada a base de racgéo tipo pellets (Purina), com livre acesso a
agua, em uma sala com ventilacdo e temperatura (21+1 °C) constantes e
controladas e ciclos claro/escuro de 12h. Os animais foram fornecidos pelo biotério
Prof. Thomas George do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB). Os animais eram manuseados conforme o protocolo aprovado
pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal (CEUA) da UFPB sob o nimero 0301/13
(ANEXO A).

3.2 Fracgbes daalga

As fracdes H:A 85/15 e AcOEt da alga C. cervicornis foram disponibilizadas
gentilmente pela equipe dos professores doutores José Maria Barbosa-Filho e
Josean Fechine Tavares do Laboratorio de Fitoquimica do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM). Estas fracGes foram preparadas a partir da

solubilizacdo em dimetilsulféxido (DMSO), para sua utilizacdo nas concentracdes de

10, 50 e 100 pg/mL. A concentragdo maxima de DMSO ultilizada foi de 0,5%.

3.3 Avaliacédo da citotoxicidade das fracdes da alga

Para determinar a toxicidade das fracbes da alga foram utilizados
macrofagos peritoneais de camundongos Swiss albino. Para isso, 0os animais foram
estimulados previamente com uma injecdo intraperitoneal de 2 mL de tioglicolato
(Sigma-Aldrich) a 4%. Quatro dias ap0s 0 procedimento, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 8 ml
de PBS (salina tamponada com fosfato) gelado. A suspenséo de células obtida a
partir da lavagem peritoneal foi centrifugada a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 ° C.

O sobrenadante foi rejeitado e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI-1640
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completo (Gibco) (estreptomicina: 10 mg / mL, penicilina: 6 mg / ml, e canamicina: 2
mg / mL), suplementado com 10% de soro fetal de bovino (SFB) (Gibco). A
viabilidade celular foi determinada utilizando o corante Azul de Trypan (Merck) com o

auxilio de uma camara de Neubauer (hemocitémetro L.OptikATC-111.020).
3.3.1 Cultura de macroéfagos

As células peritoneais foram semeadas em placas de 96 pocos a uma
concentracédo de 4 x 10° células/pogo em um volume final de 200 uL e incubados
durante 24 h com meio de cultura suplementado com SFB em estufa de CO:2
(atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C). Em seguida, as células ndo aderentes foram
removidas por aspiragdo. As células remanescentes foram ainda incubadas durante
24 h com meio RPMI completo suplementado ou ndo com lipopolissacarideo (LPS
de Escherichia coli — Sigma Aldrich) na concentracdo de 1 pg/mL, na presenca e
auséncia de diferentes concentragbes das fragbes da alga (10, 50 e 100 pug/mL).
Apébs 24 horas de cultura, o sobrenadante foi recolhido para quantificar os niveis de

NO e citocinas (Figura 5).

Figura 5 — Avaliac&o da citotoxicidade das fracdes, in vitro
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Fonte: Modificado de Oliveira, 2014.
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3.3.2 Andlise da viabilidade

A viabilidade celular foi determinada através do método de MTT (brometo de
3-metil-[4-5dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) descrito por Mosmann (1983). Este
método se baseia na reducdo do MTT, um sal de coloragdo amarela e soluvel em
agua, a formazan, sal de coloracdo arroxeada e insolivel em &gua, pela acdo de
desidrogenases mitocondriais. Sendo assim, quanto maior a intensidade da
coloracdo roxa maior sera a viabilidade.

Apbs coleta do sobrenadante foi adicionado a placa 90 uyL de meio RPMI e
10uL de MTT na concentragdo de 5 mg/mL e a mesma foi incubada por 4 h em
estufa de CO2. ApOs isso, 0 sobrenadante foi removido e adicionou-se 100uL de
DMSO para dissolver os cristais de formazan formados. A viabilidade celular foi
quantificada pela medida da densidade Optica no comprimento de onda de 570 nm,
determinada por um leitor de microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device).

3.4 Dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura

Para quantificacdo das citocinas TNF-a, IL- 6 e IL-10 foi utilizado o Ensaio
Imunoenzimético (ELISA). Este € um dos métodos imunoldgicos mais utilizados
para quantificar a concentracdo de antigenos e anticorpos, por apresentar grande
sensibilidade e especificidade (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).

Existem diversos tipos de ELISA, e nesse trabalho foi utilizado o ELISA
sanduiche. Nesse método, o anticorpo para um antigeno especifico, chamado
de anticorpo de captura €, inicialmente, adsorvido no poco da placa de 96 pocos.
Depois, a amostra com o antigeno (sobrenadante da cultura) é adicionada e se liga
a esse anticorpo. Logo apds, € adicionado outro anticorpo especifico para o
antigeno chamado anticorpo de deteccdo. Apos isso, € adicionada a enzima, que
ird reagir com o substrato adicionado posteriormente, gerando cor (Figura 6). A
intensidade da coloracdo é proporcional a quantidade de antigeno presente. A
absorbéancia de 450 nm foi determinada utilizando um leitor de microplacas

(Spectramax 190 — Molecular Device).
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Figura 6 — Esquema de ELISA sanduiche
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Fonte:<https://mundobiomedicosp.wordpress.com/2014/10/16/teste-elisa-enzyme-linked-

immunosorbent-assay/>

3.5 Determinacao dos niveis de NO

A producao de NO foi quantificada, in vitro, pela dosagem do seu produto de
degradacdo mais estavel, o nitrito, pelo método colorimétrico indireto conhecido
como Reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). O reagente de Griess € constituido
por 0,1% naftiletilienodiamino e 1% sulfonamina p-aminobenzeno em acido orto-
fosférico 5%. Para esse ensaio foram adicionados 50 pL de reagente de Griess a 50
ML dos sobrenadantes obtidos da cultura com macréfagos peritoneais deixando
reagir durante 10 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia de 540 nm foi
determinada utilizando um leitor de microplacas (Spectramax 190 — Molecular
Device). Os resultados em pmoles foram determinados por comparacdo com a curva
padrao (realizada com nitrito de sédio nas concentracdes de 200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,125 e 1,5 pM).

3.6 Andlise estatistica
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Os resultados dos ensaios foram analisados por one-way ANOVA seguido do
pés-teste de Dunnett. As diferengcas entre 0s grupos eram consideradas
significativas quando os valores de p<0,05. Os dados foram analisados utilizando o
programa GraphPadPrism versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA).
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacéo da citotoxicidade das fracdes em diferentes concentracdes

O tratamento com as fragbes H:A 85/15 e AcOEt na auséncia ou presenca de
LPS ndo alterou a viabilidade dos macrofagos peritoneais em nenhuma das
concentracbes estudadas quando em comparacdo ao grupo controle (meio de
cultura). O resultado do ensaio de citotoxicidade esta expresso no grafico 1.

Grafico 1: Efeito das fracdes na viabilidade de macr6fagos peritoneais
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O gréfico representa a densidade 6ptica de absorbancia do formazan de acordo com os diferentes
grupos de tratamento e é representativo de 3 experimentos em duplicata. CTR=controle;
LPS=Lipopolissacarideo; H:A 10, 50 e 100=Fra¢édo hexano:acetato 85/15 nas concentra¢fes de 10,
50 e 100 pg/mL, respectivamente; AcOEt 10, 50 e 100=Fracéo acetato de etila has concentracfes de
10, 50 e 100 ug/mL, respectivamente.

4.2 Efeito das fragdes sobre os niveis de citocinas

Como esperado, o0s macréfagos estimulados com LPS (1pg/mL)

apresentaram aumento dos niveis das citocinas em estudo quando comparado ao
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grupo controle (meio de cultura). O tratamento apenas com as fracbes H:A 85/15 e

AcOEt (10, 50 e 100ug/mL) néo alterou os niveis de producdo basal das citocinas.

O tratamento com H:A 85/15 (50 ug/mL e 100 ug/mL) reduziu os niveis de IL-
6 (48,5% e 79,9%) e IL-10 (58,9% e 85,2% ) na presenca de LPS (Gréafico 2A-2B).
Além disso, esta mesma fracdo em sua menor concentragdo (10 pg/mL) inibiu em
20,1% os niveis de IL-10 (Grafico 2B). Por outro lado, o tratamento com a fracao
AcOEt (10, 50 e 100 ug/mL) reduziu os niveis de IL-10 (38,1%, 53,4% e 88,0%,
respectivamente) de um modo dependente da concentracdo (Grafico 2B), e niveis
de IL-6 (56,8%) apenas na maior concentracdo (100 pg/mL) (Gréafico 2A). Além
disso, o tratamento com ambas as fracdes ndo modula os niveis de TNF-a (Gréfico
2C).

Gréfico 2: Efeito das fracdes sobre os niveis das citocinas IL-6, IL-10 e
TNF-a
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O grafico representa as concentracdes das citocinas de acordo com os grupos de tratamento. Os
resultados foram expressos + EPM de pelo menos dois experimentos independentes em duplicata, e
analisados utilizando o ANOVA seguido do pés-teste de Dunnett. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001
quando comparado ao grupo LPS. CTR=controle; LPS=Lipopolissacarideo; H:A 10, 50 e 100=Fracao
hexano:acetato 85/15 nas concentracdes de 10, 50 e 100 ug/mL, respectivamente; AcOEt 10, 50 e
100=Fracao acetato de etila nas concentracdes de 10, 50 e 100 ug/mL, respectivamente.
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4.3 Efeito das fracdes na producédo de NO

Nos macrofagos peritoneais estimulados com LPS houve aumento da
producdo de NO, demonstrando que estas células foram ativadas e que o modelo é
funcional. O tratamento com a fracdo H:A 85/15 (50 e 100 pug/mL) reduziu os niveis
de NO em 47.6% e 83.7 nos macrofagos estimulados com LPS. Ja para a fracdo
AcOEt (10, 50 e 100 pg/mL) a reducdo foi de 16.9%, 86.5%, e 91.1%,
respectivamente. Além disso, o tratamento apenas com as fragdes ndo alterou os
niveis de producéo basal do NO (Grafico 3).

Grafico 3: Efeito das fracdes nos niveis de NO.
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O gréfico representa as concentracBes de nitrito de acordo com os grupos de tratamento. Os
resultados foram expressos + EPM de pelo menos trés experimentos independentes em duplicata, e
analisados utilizando o ANOVA seguido do pés-teste de Dunnett. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001
guando comparado ao grupo LPS. CTR=controle; LPS=Lipopolissacarideo; H:A 10, 50 e 100=Fracao
hexano:acetato 85/15 nas concentracdes de 10, 50 e 100 pug/mL, respectivamente; AcOEt 10, 50 e
100=Fracao acetato de etila nas concentracdes de 10, 50 e 100 ug/mL, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A inflamacdo é uma resposta fisiologica que quando desregulada esta
envolvida na patogénese de diversas doencas, como asma, esclerose multipla,
diabetes, disfuncdo metabdlica, artrite, esclerose multipla e outras (FILEP, 2013).
Nesse sentido, faz-se necessario o desenvolvimento de novas drogas que interfiram
de forma benéfica no processo inflamatério, uma vez que a maioria do arsenal
terapéutico disponivel tem diversos efeitos colaterais, como o surgimento de
urticarias (SOLOMON; FURST; ROMAIN, 2007), desordens gastrintestinais como
diarreias, nduseas e azia (BHATT, 2008), risco de infarto do miocardio (GROSSER,
2006; MINUZ, 2008; WARNER, 2008), hepatotoxicidade (GOLDKIND, 2006; INSEL,
2005) entre outros.

As algas pardas se destacam por serem abundantes ao longo da costa
brasileira e por constituirem um grupo amplamente estudado no Brasil em varias
linhas de pesquisa, como o isolamento de novas moléculas e o estudo de suas
atividades biologicas (TEIXEIRA, 2013). Nesse contexto, Canistrocarpus cervicornis
tem se mostrado como grande produtora de metabdlitos secundarios, em especial
os diterpenos (DOMINGOS et al., 2015; DOS SANTOS et al. 2011; BIANCO et al.,
2015).

Neste estudo foi observado que as fragdes hexano:acetato 85/15 (H:A
85/15) e acetato de etila (AcOEt) de C. cervicornis apresentaram efeito
imunomodulador em macréfagos peritoneais murinos, in vitro. Inicialmente, foi
avaliado o efeito citotéxico nessas células utilizando o método de MTT, e observou-
se que o tratamento com diferentes concentracbes das fracdes ndo reduz a
viabilidade celular. Bianco e colaboradores (2013), demonstraram que 0 extrato
bruto de C. cervicornis ndo promove diminuicdo da viabilidade de macrofagos da
linhagem J774.G8 na concentragao avaliada de 500 ug/mL.

Uma vez que as concentracdes ndo foram toxicas para as células deu-se
continuidade aos experimentos avaliando os efeitos das fragdes na producéo de
citocinas e 6xido nitrico. Como estimulo inflamatério foi utilizado o LPS, que € um
agonista dos receptores do tipo Toll-like 4 (TLR 4) presentes nas membranas de
varios tipos celulares, incluindo macréfagos (CRUZ-MACHADO, 2010). A ativagéo
de TLR 4 pode desencadear varias vias de sinalizacdo e uma delas € a do fator de
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transcricdo NF-kB. Este fator de transcricdo permanece num estado inativado ligado
a uma proteina inibidora, a IkB (GHOSH et al. 1998). Apés a transducéo do sinal, o
NF-kB é libertado da IkB e migra para o nucleo, onde promove a transcricdo de
diversos genes alvos, entre eles, 0os que promovem a expressao de muitas citocinas
como IL-6, TNF-a e IL-10 (KAWAI; AKIRA, 2007; RAETZ; WHITFIELD, 2002).

A IL-6 e TNF-a s&o consideradas citocinas pro-inflamatoérias por
desencadearem processos como a ativacdo do endotélio, promovendo um padrao
temporal de exibicdo de moléculas de adesdo para leucdcitos, ativacdo dessas
células e inducgéo da resposta de fase aguda (MEDZHITOV, 2008). Por outro lado, a
IL-10 é considerada uma citocina imunossupressora por inibir a expressao de
moléculas do MHCII e moléculas coestimulatérias em mondcitos e em macrofagos e,
além disso, limitar a producéo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (MOORE
et al., 2001).

Foi observado que o tratamento com as fragdes diminuiu os niveis de IL-6 e
IL-10 na presenca de LPS. Por outro lado, ndo interferiu na producdo do TNF-a.
Adicionalmente, o tratamento apenas com as fracdes nao alterou os niveis de
producdo basal das citocinas. Na literatura, fucanos islolados de Dictyota
menstrualis, que também pertence a familia dictyotaceae, ndo promovem reducao
nos niveis de TNF-a (ALBUQUERQUE et al., 2013).

O perfil de resultados observado nas citocinas sugere a inibicdo de fatores
de transcricdo que regulam a expressao de cada uma dessas moléculas, a exemplo
dos STAT1/3 e das vias ERK1/2- independentes de NF-kB. Os fatores de transcricéo
STAT1 e 3 (sinais transdutores e ativadores da transcricdo 1 e 3) estdo presentes
em macréfagos e induzem a producéo de IL-10 na presenca do LPS (IYER; CHENG,
2012). As vias das proteinas quinases ativadas por mitégenos, MAPKs, ERK1/2-
independentes de NF-kB s&o vias de ativacdo aliadas a producao de IL-6 (REGO et
al, 2011).

Foi ainda avaliada a producéo de 6xido nitrico, um gas solavel, que atua no
processo inflamatério como potente vasodilatador aumentando a permeabilidade
vascular, o edema e a producdo de substancias inflamatérias (SALVEMINI et al.,
1996). O LPS induz o aumento da expressao da enzima produtora de NO, a iNOS,
em macroéfagos. Neste trabalho, houve diminuicdo dos niveis de NO, o que pode

estar relacionado a inibicdo da expressdo de iINOS. Na literatura, alguns relatos
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demonstram que diterpenos de C. cervicornis apresentam efeitos de inibicdo sobre a
producdo de NO (HUANG et al., 2015; LIU et al., 2014).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam, pela primeira vez, que C.
cervicornis possui um efeito imunomodulador que envolve a inibicdo da producéo
das citocinas IL-6 e IL-10, mas ndo de TNF-a. Adicionalmente, também ocorre
inibicdo da producgéo de NO. Esses resultados contribuem para o conhecimento das
atividades biolégicas da espécie e, além disso, apds estudos adicionais, fornecem a
possibilidade de desenvolvimento de novas drogas derivadas de produtos de origem

natural.
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6 CONCLUSOES

Na investigacdo do efeito imunomodulador das fragoes H:A 85\15 e AcOEt

de Canistrocarpus cervicornis, pode-se concluir que:

e As fragbes ndo apresentam efeito citotoxico em macrofagos peritoneais

murinos no tempo e nas concentragdes avaliadas;

e As fragBes promovem a reducao dos niveis das citocinas IL-6 e IL-10;

e As fragBes nao interferem nos niveis de TNF-q;

e As fracbes diminuem os niveis de NO.
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Abstract

In this study, it was evaluated immunomodulatory effect of Canistrocarpus cervicornis, a
marine brown alga, in lipopolysaccharide (LPS)-induced macrophages model in vitro. Firstly,
it was observed that C. cervicornis H:A 85/15 and EtOAc fractions (10, 50 and 100 pg/mL)
did not alter macrophage viability on MTT test. Additionaly, both phases reduced the NO
production in LPS-induced macrophages. This inhibitory effect was also observed on
cytokines IL-6, IL-12 and IL-10 levels. However, C. cervicornis H:A 85/15 and EtOAc
fractions did not interfere in TNF-a levels. Besides, treatment with C. cervicornis phases did
not enhance none inflammatory mediators basal levels. These data indicate an
immunomodulatory effect of C.cervicornis.



