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RESUMO

A neuroinflamagdo estd presente nos mecanismos fisiopatologicos de diversas doencas que
acometem o sistema nervoso central. Nesse cenario, a microglia, possui um papel de destaque
no inicio e sustentagdo do processo inflamatorio. A epiisopiloturina (EPIT), alcaloide
imidazolico obtido a partir do sub-produto da extragdo de pilocarpina de Pilocarpus
microphyllus (jaborandi), tem se mostrado um farmaco promissor com propriedades anti-
inflamatérias e antinociceptivas. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo
investigar o efeito da EPIT sobre a resposta inflamatoria de células microgliais (linhagem BV2)
induzida pelo LPS e elucidar o seu possivel mecanismo de acdo. Inicialmente, avaliou-se de
forma preditiva, a probabilidade de EPIT em atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) por
meio da plataforma online Swiss ADME. A citotoxicidade da EPIT per se (3,5; 35; 87,5; 175 ¢
350 uM) e sob estimulagdao do LPS (0,5 pg/mL), foi avaliada por meio do ensaio da atividade
da enzima lactato desidrogenase (LDH) e do teste do MTT. O efeito desse alcaloide sobre
células microgliais expostas ao LPS (0,5 pg/mL) foi investigado pela determinagdo da
concentracdo de mediadores pro-inflamatorios como o 6xido nitrico/nitrito (EPIT: 3,5 - 350
uM), a IL-1pB, IL-6 e o TNF-a (EPIT: 87,5 uM) e anti-inflamatorios como a IL-10 (EPIT: 87,5
uM), bem como pela determinag¢do do efeito de EPIT sobre a expressdo da enzima iNOS. A
analise por western blot foi também empregada para determinar o efeito dessa molécula (EPIT:
87,5 uM) sobre vias de sinalizacdo pro e anti-inflamatdrias, avaliadas pela expressdo de
receptores transmembranas (TLR4/TREM2), o NF-xkB e as MAPKs (JNK e ERK 1/2). EPIT
mostrou alta capacidade em penetrar a BHE, e até a concentracdo de 350 UM nao alterou a
atividade da LDH, bem como ndo interferiu na viabilidade celular avaliada pelo teste do MTT.
O pré-tratamento com EPIT (35; 87,5; 175 e 350 uM), reduziu significantemente a producao
de nitrito e a expressao proteica da enzima iNOS. Em relagdo a produgdo de citocinas, EPIT
(87,5 uM) reduziu em até 40 % e 34 % a produgdo de IL-6 e TNF-a, respectivamente, com
destaque para seu efeito sobre a concentracdo de IL-1pB (LPS+EPIT: 57,0 + 14,4 pg/mL) que
ndo diferiu estatisticamente do grupo RPMI/basal (44,1 + 3,6 pg/mL). Porém, a EPIT nao
aumentou a concentragdo de IL-10 reduzida pelo LPS em células BV2. EPIT inibiu a via de
sinalizagdo TLR4/NF-kB-MAPKSs suprimindo a expressdo de proteinas fosforiladas, mas nao
interferiu na expressao do receptor TREM2 em células expostas ao LPS. O estudo determinou,
de forma inédita, o efeito anti-inflamatério da EPIT em células microgliais, que parece estar
associado a supressao das cascatas de sinalizagdo do NF-xB e das MAPKs ao afetar a expressao
do receptor TLR4, associado a mecanismos pro-inflamatorios.

Palavras-chave: Jaborandi, epiisopiloturina, neuroinflamagao, micréglia, TLR4.



ABSTRACT
EPIISOPILOTURIN FROM Pilocarpus microphyllus INHIBITS THE
INFLAMMATORY RESPONSE OF MICROGLIAL CELLS INDUCED BY LPS
INTERFERING IN THE TLR4/NF-B-MAPKs SIGNALING PATHWAY
Neuroinflammation is present in the pathophysiological mechanisms of several diseases that
affect the central nervous system. In this context, the microglia have a prominent role in
initiating and sustaining the inflammatory process. Epiisopiloturine (EPIT), an imidazole
alkaloid obtained from the by-product of pilocarpine extraction from Pilocarpus microphyllus
(jaborandi), has shown to be a promising drug with anti-inflammatory and antinociceptive
properties. Given the above, the present study aimed to investigate the effect of EPIT on the
inflammatory response of microglial cells (BV2 cells) induced by LPS and elucidate its possible
mechanism of action. Initially, the probability of EPIT to cross the blood-brain barrier (BHE)
was evaluated predictively by using the Swiss ADME online platform. The cytotoxicity of EPIT
per se (3.5; 35; 87.5; 175 and 350 uM) and under LPS stimulation (0.5 pg/mL), was evaluated
using the lactate dehydrogenase (LDH) enzyme activity assay and by the MTT test. The effect
of'this alkaloid on microglial cells exposed to LPS (0.5 pg/mL) was investigated by determining
the concentration of pro-inflammatory mediators such as nitric oxide/nitrite (EPIT: 3.5 - 350
uM), IL-1B, IL-6 and TNF-a (EPIT: 87.5 uM) and anti-inflammatory mediators such as IL-10
(EPIT: 87.5 uM), as well as by determining the effect of EPIT on iNOS enzyme expression.
Western blot analysis was also employed to determine the effect of this molecule (EPIT: 87.5
uM) on pro-and anti-inflammatory signaling pathways, evaluated by the expression of
transmembrane receptors (TLR4/TREM?2), the NF-xB and MAPKs (JNK and ERK 1/2). EPIT
showed a high ability to penetrate the BHE, and up to the concentration of 350 uM did not alter
LDH activity, as well as did not interfere with cell viability assessed by the MTT test.
Pretreatment with EPIT (35; 87.5; 175 and 350 uM), significantly reduced nitrite production
and iINOS enzyme protein expression. Regarding cytokine production, EPIT (87.5 uM) reduced
IL-6 and TNF-a production by up to 40 % and 34 %, respectively, with emphasis on its effect
on IL-1p concentration (LPS+EPIT: 57.0 + 14.4 pg/mL) that did not differ statistically from the
RPMlI/basal group (44.1 + 3.6 pg/mL). However, EPIT did not increase the concentration of IL-
10 reduced by LPS in BV2 cells. EPIT inhibited the TLR4/NF-kB-MAPKs (JNK and ERK1/2)
signaling pathway by suppressing the expression of phosphorylated proteins, but did not
interfere with TREM2 receptor expression in LPS-exposed cells. The study determined, in a
novel way, the anti-inflammatory effect of EPIT in microglial cells, which appears to be

associated with the suppression of the signaling cascades of NF-kB and MAPKs (JNK and



ERK1/2) by affecting the expression of the TLR4 receptor, associated with pro-inflammatory
mechanisms.

Keywords: Jaborandi, epiisopilloturin, neuroinflammation, microglia, TLR4.
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1 INTRODUCAO

1.1 Alcaloides como fonte de novos farmacos: epiisopiloturina de Pilocarpus mycrophyllus

(jaborandi)

Alcaloides sao utilizados ha pelo menos 3000 anos na forma de chas, pogdes e
medicamentos devido as suas propriedades bioativas (NOUREDDINE BRIBI, 2018). Tais
compostos representam cerca de 12000 produtos de origem natural, compreendendo
substancias organicas, em grande maioria de carater basico, que possuem um nitrogénio em sua
composicao. Sdo derivados principalmente de plantas, mas também podem ser encontradas em
fungos, bactérias, insetos e até mesmo em animais. Sua ocorréncia natural se dé principalmente
em sua forma de base livre, sendo encontrada também na forma de sais ou 6xidos (O’CONNOR,
2010; QIU el al., 2014).

O potencial terapéutico dessa classe de metabolitos secundarios é reconhecido por
sua vasta atividade bioativa e aplicabilidade farmacoldgica, destacando-se entre seus principais
representantes a atropina, a hiosciamina e a escopolamina (anticolinérgicos), a vincristina e a
vimblastina  (antitumorais), a morfina  (hipnoanalgésico) e a  pilocarpina
(parassimpatomimético). Nesse contexto, a pilocarpina possui contribui¢do historica especial
devido a seu papel na formulacdo do conceito de receptor farmacologico (ALVES DE
ALMEIDA el al., 2017; FALCAO el al., 2008; MAEHLE el al., 2002).

Os alcaloides podem ser classificados quimicamente com base na presenca de um
anel heterociclico em sua estrutura, podendo ser denominados em alcaloides com anel tropano,
alcaloides pirrolizidinicos, piperidinicos, quinolinicos, isoquinolinicos, indélicos, alcaloides
com nucleo pirrolidina, alcaloides esteroidais, alcaloides puricos e alcaloides imidazoélicos
(DEY el al., 2020). Essa ultima classe, os alcaloides imidazdlicos possuem dentre seus
representantes a pilocarpina, substancia isolada de Pilocarpus mycrophyllus (jaborandi),
espécie pertencente a familia Rutaceae, grupo especial de espécies vegetais constituida por
aproximadamente 161 géneros e 193 espécies, que tém contribuido significativamente para a
descoberta de novos alcaloides bioativos (PIRANI, J.R. & GROPPO, 2012).

Pilocarpus microphyllus, conhecida popularmente como jaborandi, ¢ uma planta
nativa e cultivada no Brasil, presente principalmente nas regioes Norte e Nordeste, possui folhas
ricas em alcaloides, como a pilocarpina, isolada primeiramente em 1875 e empregada ha
décadas no tratamento do glaucoma, e mais recentemente usada no tratamento da xerostomia
(HENDRICKSON; MOROCCO; MICHAEL I. GREENBERG, 2004; SANTOS; ROBERTO;
MORENO, 2004; THEUNISSEN e/ al., 2021). Além da pilocarpina, outros alcaloides também



18

sdo isolados a partir das folhas de P. microphyllus, como a isopilocarpina, pilocarpidina,
isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, dictamina, macaubina (HENDRICKSON; MOROCCO;
MICHAEL I. GREENBERG, 2004; SANTOS; ROBERTO; MORENO, 2004), e alguns destes
se destacam com potenciais atividades farmacoldgicas, como os alcaloides imidazolicos
epiisopilosina  (propriedades  anti-inflamatéria, antinociceptiva e  anti-helmintica)
(GUIMARAES el al., 2018; ROCHA el al., 2019) e a epiisopiloturina (propriedades anti-
inflamatéria, antinociceptiva e anti-helmintica). Recentemente, a epiisopiloturina vem
recebendo bastante notoriedade, devido a existéncia crescente de relatos na literatura, que
evidenciam seu potencial terapéutico, tornando-a uma molécula promissora para o emprego na
medicina humana (ANDRADE-NETO el al, 1994; ROCHA el al, 2019; SANTOS;
ROBERTO; MORENO, 2004; VERAS el al., 2012).

A epiisopiloturina (EPIT), alcaloide imidazolico de P. microphyllus, e material de
estudo do presente trabalho (figura 1 A e B), ¢ isolada a partir de residuo industrial da extracao
de pilocarpina (VERAS el al., 2012). Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa do Brasil
tém estudado o potencial farmacologico da EPIT, incluindo o nosso grupo, que tém investido
em estudos com essa molécula na area da inflamagdo e dor em parceria com a Phytobios
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo LTDA — Grupo Centroflora (Barueri, SP) (BENTO e/
al., 2010; NICOLAU el al., 2017; ROCHA el al., 2019; RODRIGUES DE CARVALHO el al.,
2018; VERAS el al., 2012).

Figura 1 - Pilocarpus mycrophyllus (jaborandi) (A) estrutura quimica da

epiiospiloturina - EPIT (B)

OH

Fonte: A) Miura, (2009), adaptado. B) Imagem criada pelo autor no software Marvin Sketch
(ChemAxon, USA)
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Estudos ja demonstraram a atividade antinociceptiva dessa molécula (Img/kg, via
intraperitoneal) através do modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, pelo
teste da placa quente e teste da formalina. Esse ultimo modelo, demonstrou ainda que a acao
antinociceptiva desse alcaloide estaria em parte relacionada a sua acao em receptores opioides
visto que a administracio de naloxona (antagonista opioide) reverteu sua atividade
antinociceptiva (SILVA el al.,, 2013). EPIT (0,1 - 1 mg/kg, via intraperitoneal) também
demonstrou atividade anti-inflamatoria em modelos de edema de pata induzido por carragenina,
histamina, serotonina, bradicinina, dextrana sulfatada em camundongos, além da a¢do anti-
inflamatoria (1, 10 e 30 mg/kg, via intraperitoneal e oral) em modelo de gastrite induzida por
naproxeno em ratos (NICOLAU e/ al., 2017; SILVA el al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou o efeito anti-inflamatério dessa substancia em
neutr6filos humanos, através de sua acdo em modular os mecanismos de degranulacdo dessas
células, inibindo a liberacdo da enzima mieloperoxidade (MPO), a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e o influxo de célcio induzido por estimulos distintos (acetato
miristato de forbol - PMA e N-formilmetionil-leucil-fenilalanina - fMLP). Demonstramos
também o efeito antinociceptivo desse alcaloide (0,3 — 1 mg/kg, via intraperitonial) em modelos
de dor inflamatoria aguda induzida por carragenina em roedores (ROCHA el al., 2019,
ROCHA., 2017). Recentemente (ROCHA, 2021), comprovamos o efeito antinociceptivo da
EPIT e da formulacdo farmacéutica liquida, empregando a EPIT como insumo farmacéutico
ativo, nos modelos de hipernocicep¢ao inflamatoria induzida por carragenina (agudo) ou de
hipernocicep¢do inflamatoria persistente induzida pelo adjuvante completo de Freund em
camundongos. O efeito antinociceptivo da EPIT (1 — 10 mg/kg, via oral) em camundongos
demonstrado nesse estudo, parece estar relacionado a sua habilidade de bloquear o curso da
sensibilizagdo e ativagdo de nociceptores pela ativagdo da via NO/GMPc/PKG/K'ATP e de
forma indireta prevenindo a sensibilizagdo dos nociceptores pela modulacdo da resposta
imune/inflamatoria (ROCHA, 2021).

Percebendo o potencial anti-inflamatorio da EPIT, através de sua capacidade em
modular o componente imune celular nas metodologias in vitro e in vivo nos modelos estudados,
e considerando o alto impacto social no Brasil ¢ no mundo que as doencas de origem
inflamatéria causam, ¢ urgente prosseguirmos no desenvolvimento do fitofarmaco
epiisopiloturina (EPIT) com o objetivo de elucidar novas propriedades farmacologicas dessa
molécula em outras células do sistema imune inato, agregando assim, evidéncias para o seu uso

futuro como medicamento em doencgas que possuem a inflamac¢do como componente causal.
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1.2 Inflamacgao

A inflamacdo consiste em uma resposta do sistema imune, geralmente
desencadeada por microrganismos invasores por meio da sinalizagdo gerada pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), através também de
sinais enddgenos via padroes moleculares associados a danos (DAMPs) ou ainda compostos
toxicos (CHEN el al., 2018). Classicamente, o processo inflamatério agudo busca a remogao
do estimulo nocivo. Nesse cenario, diversos eventos ¢ interagdoes celulares ¢ moleculares,
minimizam com sucesso infecgdes e lesdes eminentes, contribuindo dessa forma para a
restauragdo da homeostase. Em contrapartida, em situa¢des incontrolaveis, o processo
inflamatério se instala, levando a formagdo de um ambiente inflamatorio cronico (ZHOU;
HONG; HUANG, 2016).

Em nivel tecidual, a inflamagao € caracterizada por eritema, edema, rubor, dor ¢
perda de fungdo, processos resultantes da resposta celular local desempenhada no contexto
vascular e inflamatorio. Importantes acontecimentos microcirculatérios também ocorrem
durante esse evento, incluido mudangas na permeabilidade vascular, recrutamento e acimulo
de leucocitos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). No contexto molecular, citocinas como o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1beta (IL-1B), IL-6 e quimiocinas como a IL-
8 e a CXCLI10, sdo produzidas por células da imunidade inata/adaptativa em resposta ao
estimulo nocivo, e dessa forma induzem cascatas moleculares que orquestram o processo
inflamatério (IWASAKI; MEDZHITOV, 2004; MOSER; WILLIMANN, 2004; NETEA el al,,
2017).

Nessa perspectiva, os macrofagos sdo células que constituem um componente
essencial da imunidade inata e, consequentemente, tém um papel importante na resposta
inflamatéria (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Diversos estudos destacam também
funcdes em processos metabolicos (SAEKI; IMAI, 2020), envolvimento na remogado de restos
celulares (HERZOG el al.,, 2019), reparo e remodelamento de tecidos (BOSURGI e/ al., 2017),
colocando tais agentes imunes com importantes atribuigdes em processos fisioldgicos e
patologicos (ZHANG; YANG; ERICSSON, 2021).

Ao nivel de localizagdo corporea, essas células possuem ampla distribuicdo em
tecidos linfoides e ndo linfoides, sendo a microglia, conhecida imunologicamente como o
macrofago do sistema nervoso central (SNC). Nessa condicdo, esse tipo celular, integrante das
células da glia, acaba sendo responsavel por regular e desempenhar diversos mecanismos

homeostaticos e de defesa nesse sistema (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014).
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1.3 Neuroinflamacio relacionada a neurodegeneraciao

A neuroinflamagao ¢ a forma restrita do processo inflamatdrio ao sistema nervoso
central (SNC) e periférico (SNP), consistindo em eventos de aumento da permeabilidade
vascular, infiltrado leucocitario e produg¢do aumentada de mediadores inflamatdrios nesses
sitios (MATSUDA; HUH; JI, 2019). Em particular, no que diz respeito a migracao de células
imunes periféricas para os tecidos atingidos, parece existirem diferengas na perspectiva
temporal, onde inicialmente, neutrofilos (horas), subsequentemente macrofagos (dias) e
tardiamente linfécitos T (dias a semanas) adentrariam ao sistema nervoso central e periférico e
contribuiriam para a progressdo da neuroinflamacdo (COSTIGAN el al., 2009; OLD el al.,
2014). Somado a tais mecanismos, as células endoteliais vasculares cerebrais também
acrescentam uma contribuigo intensa na propagacao desses sinais inflamatorios no parénquima
cerebral (DUNN e/ al., 20006).

No panorama do desenvolvimento desse fendmeno em resposta a ativagao das
células da glia periféricas, como as células de Schwann (nos nervos) e as células satélites
(ganglios), e células gliais centrais como a micréglia, os astrocitos e os oligodendrocitos no
cérebro ¢ na medula espinhal, a neuroinflamacdo estd altamente envolvida com diversas
doencas do SNC de carater inflamatdrio, como a esclerose multipla, a encefalite infecciosa e a
dor neuropdtica, e em patologias onde a etiologia primaria ndo ¢ inflamatdria, mas sim
neurodegenerativa (GILHUS; DEUSCHL, 2019), como a doenca de Parkinson, a esclerose
lateral amiotrofica e a doenga de Alzheimer, devido a produgdao de mediadores gliais pro-
inflamatérios como citocinas (IL-1pB, IL-6, e TNF-a), quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCL1),
espécies reativas de oxigénio (EROs) e segundos mensageiros (6xido nitrico — NO e
prostaglandinas) (figura 2A) (DAMON DISABATO; NING QUAN; JONATHAN P.
GODBOUT, 2016; JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013; JI; XU; GAO, 2014).

A resposta neuroinflamatoria possui consequéncias do ponto de vista fisiologico,
bioquimico, psicologico e imune, e toda a progressdo desse estado e os possiveis danos
associados, dependem do contexto, duracdo e natureza do estimulo primario (DAMON
DISABATO; NING QUAN; JONATHAN P. GODBOUT, 2016). Em todas as discussoes
envolvendo tais aspectos de contextualizagdo da neuroinflamagdo, a ocorréncia de vias
neurodegenerativas ¢ um processo intimamente relacionado, sendo assim, a resposta
inflamatoria exacerbada existente, acaba possuindo uma funcao central na génese de doencas
que acometem o SNC (BECHER; SPATH; GOVERMAN, 2017).

A neurodegeneracao ¢ um fendmeno intrinseco ao sistema nervoso central e ao

contrario de eventos classicamente neuroinflamatorios, onde as células leucocitérias periféricas
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possuem uma contribui¢do somada a resposta oriunda de células da glia, no microambiente
inflamatério que permeia as vias de neurodegeneracao a resposta inflamatdria € predominante
desempenhada por células residentes (células de Schwann e células satélites, astrocitos,
oligodendrocitos e a microglia) incluindo a produgdo de mediadores (IL-1p, IL-6, IL-23, TNF-
a, EROs, NO) e geragdo de proteinas toxicas (a-sinucleina e placas de proteinas -amiloides)
(CHEN; ZHANG; HUANG, 2016; GUZMAN-MARTINEZ el al., 2019; HEPPNER;
RANSOHOFF; BECHER, 2015). Em diversas circunstancias relacionadas a esse quadro, a
microglia constitui ponto central no desequilibrio homeostatico gerado e na génese e

manuten¢do da inflamacao (figura 2B) (RANSOHOFF; EL KHOURY, 2016).
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Figura 2 - Processo neuroinflamatorio (A) e neurodegenerativo (B)
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Fonte: Becher e colaboradores (2017), adaptado. Legenda: Espécies reativas de oxigénio (EROs),

fator de necrose tumoral alga (TNF-a); interleucina (IL); 6xido nitrico (NO).



24

1.4 O papel da microglia na neuroinflamacao

A micréglia constitui cerca de 5-12% das células do SNC (LAWSON el al., 1990).
Sao derivadas da linhagem mieloide e responsaveis pela defesa contra patdogenos e estados de
desordem no parénquima cerebral (RANSOHOFF; EL KHOURY, 2016). Esse tipo celular, foi
descrito pela primeira vez em 1913 por Santiago Ramoén e colaboradores e oficialmente
nomeada e fenotipicamente caraterizada em 1919, por Pio Del Rio Hortega e colaboradores
(PEREZ-CERDA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2015). Sio classicamente conhecidas
como macrdéfagos do SNC, devido a origem em comum com macrdfagos originados do sangue
periférico e com as células de Kupffer (macrofagos residentes no figado), a partir de
progenitores eritro-mieloides encontrados no saco vitelinico (GINHOUX e/ al., 2013). Em
camundongos, tais progenitores migram para o cérebro aproximadamente no nono dia do
periodo embriondrio, antes de se diferenciarem em células microglias maduras
(CUNNINGHAM; MARTINEZ-CERDENO; NOCTOR, 2013; UENO e/ al., 2013). Em
humanos, esse processo de migragdo, comec¢a por volta da quarta semana gestacional (LI;
BARRES, 2018; MONIER e/ al., 2007).

Por serem células sentinelas, a micréglia estd sempre “patrulhando o SNC”, por
meio de suas ramificacdes presentes na auséncia de um estimulo deletério (conformacao de
repouso) (figura 3). Quando ativadas por sinais exdgenos como o lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) ou endogenos (DNA, RNA, proteinas) assumem um formato ameboide e passam a
desempenhar atividades fagociticas, agem como células apresentadoras de antigenos e secretam
diversos mediadores pro-inflamatorios como o TNF-q, IL-1 e a IL-6 no local de acdo. Esse
perfil de polarizag¢do celular conhecido como M1, esta associado ao extenso dano tecidual e
com os estados de neuroinflamag¢do e neurodegeneragdo (CHERRY; OLSCHOWKA;
O’BANION, 2014; RODRIGUEZ-GOMEZ el al., 2020; YAMASAKI e/ al., 2014).

Com a elimina¢do do estimulo nocivo ou visando restabelecer a homeostase, um
carater alternativo de polarizacdo microglial surge, adquirindo um fendtipo propenso a
imunorregulacio e formacao de um ambiente anti-inflamatdrio, com aspectos de neuroprotecao.
Esse perfil microglial conhecido como M2 trabalha de forma coordenada a induzir a producao
de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13 e fator de crescimento transformador beta —
TGF-B) assim como para aumentar a expressdo de RNAs mensageiros (Arginase - Argl; Yml1/2
— lectina da matriz extracelular; receptor de manose — Mr/) relacionados a modulagdo negativa
de mediadores pro-inflamatérios (CHANG el al, 2001; INES MARIA CORRALIZA,
GERMAN SOLER, 1995; ORIHUELA; MCPHERSON; HARRY, 2016).
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Figura 3 - Microglia e seus perfis de polarizagao M1 e M2
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Fonte: autoria propria. Legenda: Arginase (argl); fator de crescimento transformador beta (TGF- B );

fator de necrose tumoral alfa (TNF-q); interleucina (IL); interferon do tipo gama (INF-y); 6xido
nitrico (NO).

Uma via de sinalizagdo microglial que vem sendo amplamente estudada, como
forma de elucidar os mecanismos envolvidos em doengas que acometem o sistema nervoso
central envolve mediadores inflamatorios, de forma especial, o TNF-a, IL-1B e a IL-6 (TSUDA
el al., 2003). Moléculas transmembranas presentes na microglia, como a familia dos receptores
do tipo Toll like (TLRs), que parecem estar envolvidas em uma série de patologias (doenca de
Parkinson, esclerose multipla, a doenga de Alzheimer) acabam por gerar tais mediadores como
produto final de sua cascata inflamatéria (GORECKI; ANYAEGBU; ANDERTON, 2021;
LEITNER el al., 2019; NIRANJAN, 2013; ZHOU e/ al., 2020). Em particular, a ativagdo do
Toll like do tipo 4 (TLR4) atua induzindo a sinalizagdo de diversas vias intracelulares, dentre
elas a do fator nuclear-kappa B (NF-«B - agente regulador de diversos genes pro-inflamatorios),
via sua translocagao para o nucleo da célula. Evidéncias tém demonstrado (BLOCK; ZECCA;
HONG, 2007; KAWAI; AKIRA, 2011; SHIH; WANG; YANG, 2015; YAKOVLEVA el al.,
2011), que a participacdo dessa via de sinalizag@o ¢ responsavel pela produ¢dao de uma gama de
mediadores pro-inflamatérios, que acabam por promover vias que contribuem no
desenvolvimento da morte neuronal, além da capacidade de promover mudangas na

permeabilidade da barreira hematoencefalica, gerando assim, um estado de inflamagao vascular
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cerebral, devido a produgdo de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e prostaglandina E2 (PGE2)
(STONE; KASTIN; PAN, 2011).

Além do NF-«B, outras vias intracelulares de sinalizag¢ao sao induzidas pela cascata
de ativagdao do TLR4 em cé€lulas microgliais e acabam contribuindo para a instalagao do estado
neuroinflamatdrio, a exemplo das proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPKSs), que
incluem a JNK, ERK1/2 e a p-38, e que ao serem fosforiladas pela ativagdo do TLR4 induzem
fatores de transcricao presentes no citoplasma (NF-kB) e no nucleo, a exemplo da proteina
ativadora 1 (AP-1) (FENG e/ al., 2014; GOLDMANN el al., 2013). O fator de transcrigao AP-
1 € um dimero, membro das proteinas ziper basicas de leucina, principalmente das familias Fos
e Jun, que delega em parte, a produ¢ao de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1B ¢ a IL-6 )
apos a ativacao da via das MAPKs (HANNEMANN e/ al., 2017; LIAUNARDY-JOPEACE;
GAY, 2014; NDLOVU el al., 2009; WHITMARSH; DAVIS, 1996).

Em contrapartida, outras moléculas transmembranas como o receptor desencadeado
expresso nas cé¢lulas mieloides 2 (TREM2) parecem estar relacionadas a indug¢ao de um estado
neuroreparador. O TREM2 foi inicialmente descrito em mondcitos, mas também esta presente
na microglia. Esse receptor possui ligantes i0nicos (fosfolipidios e sulfamidas), o
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e 0o DNA (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000).
Estudos destacam que esse receptor regula a fisiologia da microglia, sendo capaz de induzir o
estado anti-inflamatério em algumas condigdes patoldogicas como a doenca de Alzheimer
(WALTER, 2016; XUE; DU, 2021) através de uma ativagdo conjunta com seu co-receptor
DAP12. Sendo assim, ligantes diretos ou substincias que através de um efeito indireto
consigam aumentar a sua expressdao, podem ter efeitos benéficos no panorama da

neuroinflamacao.

1.5 Células microgliais da linhagem BV2

Com a eminente importdncia da microglia na neuroinflamacdo associada a
neurodegeneragdo e consequentemente doencas do sistema nervoso central, diversos modelos
de caracteristicas pro-inflamatorias realizados em um ambiente in vitro estdo sendo
desenvolvidos no decorrer do tempo por meio da utilizagdo de cultura primaria murina ou
linhagens de células imortalizadas, tais como as linhagens N9, N13, BV2, CHME e HMO6,
com o objetivo de permitir um melhor estudo do papel bioldgico desse tipo celular em condigdes
que mimetizam parcialmente um estado patoldgico (JANABI e/ al., 1995; TIMMERMAN;
BURM; BAJRAMOVIC, 2018).

As células BV2 constituem uma linhagem microglial oriunda de camundongos,
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altamente difundida e utilizada em todo o mundo no campo de estudo da neuroinflamacao,
devido serem bem caracterizadas do ponto de vista genotipico, extensivamente empregadas nos
modelos experimentais que avaliam o papel biologico desse tipo celular, surgindo como uma
substituta valida em diversas ocasides para a cultura primaria murina (dificil obten¢ao, aspectos
éticos) e outras linhagens celulares imortalizadas oriundas de ratos (N9, N13) e da espécie
humana (CHME e HMOG6, dificil obtengdo) por apresentarem técnicas de cultivo ja
estabelecidas e de forma mais recente, por demonstrarem aplicagdo em estudos que avaliam
interacdo com outras células da glia (co-cultura) (GIULIAN, 1999; HENN el al., 2009;
JOSEPH; JOSE LUIS VENERO, 2013; POLLOCK el al., 2020).

A linhagem BV2 responde amplamente a estimulos de ativacdo como o
lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular de bactérias gram negativas, induzindo sua
maquinaria celular a produzir mediadores pro-inflamatorios que incluem a IL-1p, IL-6, IL-12,
IL-15, IL-18, IFN-y, TNF-0, quimiocinas, a expressao de enzimas como a COX-2 e a 6xido
nitrico sintetase induzivel (iNOS), responsavel pela produgdo de 6xido nitrico (NO) (DE
SMEDT-PEYRUSSE e/ al., 2008; POPIOLEK-BARCZYK el al, 2015; ROJEWSKA el al.,
2014).

O mecanismo pelo qual o LPS induz processo inflamatorio nas células BV2, ocorre
através de sua ligacdo ao receptor TLR4 (CHEN e/ al., 2012) (figura 4). Esse processo de
ativacdo envolve o contato dessa endotoxina bacteriana com o complexo TLR4/MD-2, apos
essa interacdo, o TLR4 sofre oligomerizagdo e recruta seus adaptadores via comunicacdo com
o dominio TIR (receptor toll interleucina-1) (LU; YEH; OHASHI, 2008). Existem 5 proteinas
adaptadoras contendo o dominio TIR, sendo elas a MyDS88 (gene de resposta primaria de
diferenciagdo mieloide 88), TIRAP (proteina adaptadora contendo dominio TIR, também
conhecida como Mal, tipo adaptador MyD8S8), TRIF (adaptador contendo dominio TIR
induzindo IFN-B), TRAM (molécula adaptadora relacionada a TRIF) e a SARM (proteina
contendo motivos o ¢ HEAT-tatu estéreis). Durante a ativacdo microglial induzida pelo LPS, o
TLR4 aciona todas as proteinas adaptadoras em questdo, e induz as cascatas inflamatorias
intracelulares (via das MAPKSs e do NF-xB) (LU; YEH; OHASHI, 2008; O’NEILL; BOWIE,
2007).

Como visto, evidéncias acumuladas corroboram o papel-chave de uma ativagao
aberrante desse receptor, no importante processo inflamatério observado no desenvolvimento
de doencas do sistema nervoso central. Portanto, o uso do LPS para mimetizar esse ambiente
pro-inflamatério advindo da ativagdo do TLR4, ¢ uma importante ferramenta para a pesquisa

de substancias com potencial aplicabilidade terapéutica, visto a recente (DAI el al., 2020; JIN
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elal, 2018; Ll el al., 2020; OH el al., 2013) introducao da micréglia, como alvo farmacologico
que pode contribuir para o tratamento de doengas que afetam o SNC, principalmente através da
diminui¢do de vias de sinalizagdo que resultem na liberagao de mediadores pro-inflamatorios e

na inducao de um perfil celular M2, de carater neuroprotetor.

Figura 4 - Cascata inflamatoria desencadeada pelo LPS em células da microgliais

da linhagem BV2
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Fonte: autoria propria, figura feita na plataforma digital Biorender. Legenda: fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a); interleucina (IL); 6xido nitrico (NO); proteina ativadora de DNAX (DAP12);

proteinas quinas ativadas por mitéogenos (MAPKSs); receptor desencadeado expresso nas células

mieloides 2 (TREM2); receptor do tipo Toll like (TLR4).
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1.6 Micréglia como alvo terapéutico em doencas do SNC

A ativagdo microglial cronica estd envolvida com a fisiopatologia de diversas
doengas do sistema nervoso central (FATOBA; ITOKAZU; YAMASHITA, 2020). Estudos
destacam que essa célula pode iniciar o processo de disfun¢do neural e consequente
neurodegenaracao através da perda do seu perfil homeostatico e ganho de fungdes aberrantes
(PRILLER e/ al, 2001; PRILLER; PRINZ, 2019).

Trabalhos recentes evidenciaram que na doenca de Parkinson, a agregacdo de
proteinas (a-sinucleina) ndo seria a Unica causa na indug¢do da morte neuronal, aparentemente
a ativacdo do sistema imune através da microglia, via mediadores pro-inflamatorios liberados
durante a morte desses neurdnios, também contribuiria para a progressdo dessa enfermidade
(BACHILLER e/ al.,, 2018; PERRY, 2012). Na doenga de Alzheimer as placas amiloides
(depdsitos de proteinas B-amiloides) conseguem ativar a resposta inflamatéria da micréglia,
levando a geragdo de mediadores inflamatorios (BACHILLER e/ al., 2018; VENEGAS;
HENEKA, 2017). No panorama da dor neuropatica, apds uma lesdao nervosa, agentes liberados
pelos neurdnios danificados, contribuem para a ativagdo microglial (perfil M1), causando
mudangas em sua morfologia, migracao para o local afetado (quando este se encontra no SNC),
e aumento de sua proliferacdo na raiz dorsal (apds uma lesdo em nervos periféricos) (INOUE;
TSUDA, 2018). Além dessas condicdes clinicas, a microglia parece desempenhar ainda, papéis
importantes na esclerose multipla, esquizofrenia, depressdo dentre outras doengas que
acometem o sistema nervoso central (BRITES; FERNANDES, 2015; GUERRERO; SICOTTE,
2020; PRILLER; PRINZ, 2019).

A modulagdo da resposta inflamatéria microglial em modelos in vivo ¢ uma tarefa
dificil, visto que essas células ndo podem ser facilmente acessadas, devido protecdo exercida
pela BHE que através de jungdes entre as células endoteliais dos vasos sanguineos, regula a
passagem de moléculas para o parénquima cerebral (PRILLER el al., 2001). Nesse sentido, os
modelos de predi¢cdo de propriedade farmacocinéticas sdo cada vez mais utilizados durante a
pesquisa e triagem de novos compostos farmacolédgicos para doengas que afetam o SNC, com
o intuito de evidenciar propriedades adequadas de absor¢do e distribuigdo, metabolismo e
excregao, que possibilitem a permeabilidade da BHE, haja visto que 60% das falhas no processo
de desenvolvimento de medicamentos, sdo ocasionadas por propriedades farmacocinéticas
inadequadas (HANN; SIMPSON, 2014). Sendo assim, softwares e plataformas de predi¢ao
farmacocinética online, podem se tornar grandes aliadas na busca por novas substancias
bioativas que possam vir a serem usadas na medicina humana (DAINA; ZOETE, 2016).

Com o exposto, ¢ cada vez mais evidente que a diminuicdo da resposta inflamatoria
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mediada pela microglia representa uma estratégia importante para a terapia de doengas que
possuem a neuroinflamac¢do em seu componente fisiopatoldégico (KWON; KOH, 2020). Dessa
forma, considerando o potencial biologico dos alcaloides (FOSS e/ al., 2020; KUAI el al., 2020;
QUINTANS el al, 2014; ZHU el al, 2020), em especial o alcaloide imidazoélico
epiisopiloturina do jaborandi, que tem mostrado potencial anti-inflamatorio promissor
(ROCHA, 2017; ROCHA, 2021; ROCHA el al., 2019) ¢ oportuno investir em pesquisas
avaliando seu possivel efeito anti-neuroinflamatorio, que podera auxiliar sobremaneira no
tratamento de doencas neurodegenerativas, cuja a farmacoterapia atual possui limitagdes

importantes.
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2 JUSTIFICATIVA

Pilocarpus mycrophyllus (jaborandi) ¢ uma planta nativa do Brasil, possui folhas
ricas em alcaloides, servindo como fonte de matéria-prima industrial para extragdo da
pilocarpina, alcaloide imidazolico utilizado no tratamento do glaucoma. Além da pilocarpina,
existem outros alcaloides imidazolicos presentes nas folhas dessa espécie com potencial
farmacolodgico, a exemplo da epiisopiloturina (EPIT).

O processo inflamatorio tem importancia fundamental na génese de varias
patologias, como a asma, cancer, diabetes, doengas autoimunes e neurodegenerativas. A
neuroinflamag¢do, complexa resposta que envolve a ativacdo de células da glia e producao de
mediadores inflamatorios, estd diretamente envolvida com a fisiopatologia de diversas
enfermidades que acometem o sistema nervoso central, tais como a doenga de Parkinson, a dor
neuropatica ¢ a doenga de Alzheimer. Nesse cendrio, a microglia, célula imune inata do
parénquima cerebral, possui papel de destaque por orquestrar a resposta inflamatoéria em
situacdes que afetam o estado homeostatico. Dessa forma, a microglia constitui um alvo celular
de interesse no desenvolvimento de novos farmacos capazes de modular sua ativacdo e
consequente secrecao de mediadores inflamatdrios, tornando-se assim uma opg¢ao terapéutica
promissora para o tratamento de disturbios no SNC.

Nesse contexto, percebe-se a importancia do investimento em pesquisas que visem
a geracdo de novos medicamentos com aproveitamento da biodiversidade quimica da flora
nativa do Nordeste, como a exemplo do alcaloide imidazdlico bioativo Epiisopiloturina (EPIT)
de P. mycrophyllus, que ja demonstrou atividade anti-inflamatdria em células do sistema imune
inato periférico (neutr6filos humano) e atividade antinociceptiva em modelos experimentais de
dor inflamatoria determinados pelo nosso grupo de pesquisa e outros estudos e que pode vir a
ser util em reduzir a ativagdo microglial presente como um dos componentes que permeiam a
neuroinflamagdo. Desta forma, considerando o papel importante da neuroinflamagdo na
instalacdo e agravamento de doencas neurodegenerativas, € estratégico prosseguirmos
investigando o alcaloide EPIT visando comprovar seu efeito anti-inflamatério em células

microgliais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do alcaloide imidazolico epiisopiloturina (EPIT) sobre a resposta
inflamatoéria de células microgliais de linhagem BV2 e elucidar o possivel mecanismo de sua
acdo avaliando as vias de sinalizacdo pr6 e anti-inflamatorias.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade de EPIT em penetrar a barreira hematoencefalica (BHE),
por meio de plataformas online de predicao farmacocinética;

e Investigar a citotoxicidade de EPIT sobre células microgliais da linhagem BV2;
e Auvaliar o efeito da EPIT sobre a producéo de nitrito induzida por LPS em células
BV2;

e Estudar o efeito da EPIT sobre a producéo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-
a; IL-1P e IL-6) e anti-inflamatdria (IL-10) em células microgliais da linhagem BV2
expostas ao LPS;

e Avaliar o efeito de EPIT sobre a expressao dos receptores transmembranas de
polarizagcdo microglial (TLR4/ TREMZ2) e sobre vias de sinalizagdo intracelulares
(INOS; NF-xB; MAPKS) por Western blot.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento experimental

O presente estudo possui abordagem experimental na qual foi explorada o potencial
farmacologico (ROCHA el al., 2019; SILVA el al, 2013) do alcaloide imidazdlico
epiisopiloturina (EPIT) isolado da espécie P. mycrophyllus (jaborandi), trabalho que agregou
método in silico de predicao de caracteristicas farmacocinéticas, bem como modelo in vitro de
inflamacao central (células microgliais da linhagem BV2) visando demonstrar de forma inédita
o efeito anti-inflamatorio dessa molécula em células imunes do parénquima cerebral. A figura
5, apresenta por meio de um fluxograma as etapas metodologicas empregadas no delineamento

experimental.

Figura 5 - Fluxograma apresentando o detalhamento do delineamento experimental

L@

Epiisopiloturina
(EPIT) de P. microphylius.

Predigao Avaliagao
farmacocinética Jin farmacologica in
sifico vitro

Células microgliais

Plataforma SWISS

ADIVIE da linhagem BV2
Modelo do ‘
BOILED-egg |
Avaliagdo da Efeito sobre Efeito sobre Efeito sobre
Citotoxicidade mediadores receptores vias de
inflamatérios transmembrana de sinalizagéo
| polarizagéo microglial intracelulares
Enzima Teste W;skt::rn
LDH do MTT Western
Blot
Método ELISA
de Griess
TLR4 TREM-2 ’——‘
Oxido IL-1B, IL-6,
Nitrico TNF-aelIL-10 NF- kB MAPKs

Fonte: autoria propria. Legenda: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); interleucina (IL); Lactado

desidrogenase (LDH); 6xido nitrico (NO); proteina ativadora de DNAX (DAP12); proteinas cinases

ativadas por mitogenos (MAPKSs); receptor desencadeado expresso nas células mieloides 2

(TREM2); receptor do tipo Toll like (TLR4).



34

4.2 Material de estudo

O alcaloide imidazoélico epiisopiloturina (EPIT, 99,7% de pureza) foi obtido a partir
de um subproduto (residuo industrial) proveniente do processo de isolamento da pilocarpina a
partir das folhas de P. mycrophyllus (Exsicata HDELTA2869), um produto comercial da
empresa Phytobios (Barueri, Sao Paulo), empresa do grupo Centroflora. O projeto encontrasse
registrado no sistema nacional de gestao do patrimonio genético e do conhecimento tradicional

associado - SisGen (https://sisgen.gov.br/paginas/login.aspx) sob codigo de cadastro A2914F3.

4.3 Substiancias quimicas

N-(1-naftil)-etilenoidiamina (NEED) (Sigma-Aldrich, EUA), albumina de soro
bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, EUA), alcool etilico absoluto P.A (Dindmica, Brasil), brometo
3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich, EUA), cloreto de sodio
P.A (Dinamica, Brasil), cloreto de potédssio P.A (Dinamica, Brasil), dimetilsulféxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich, EUA), dodecil sulfato de soédio (SDS) (Biorad, EUA), desoxicolato de sodio
(Biorad, EUA), fosfato de s6dio monobasico P.A (Dinamica, Brasil), fosfato de sddio dibasico
P.A (Dinamica, Brasil), glicerol (Dindmica, Brasil), lipopolissacarideo (LPS) (Sigma-Aldrich,
EUA), metanol (Dindmica, Brasil), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco by Life
Technologies, EUA), soro fetal bovino (FBS) (Gibco by Life Technologies, EUA),
sulfanilamida (Dindmica, Brasil), tris-HCI (Dinamica, Brasil), Triton x-100 (Sigma-Aldrich,
EUA).

4.4 Avaliacdo preditiva do potencial de EPIT em permear a barreira hematoencefalica
(BHE)

4.4.1 Softwares e plataforma de estudo farmacocinético preditivo

A estrutura quimica da EPIT foi desenhada através do software Marvin Sketch
(ChemAxon, USA) (figura 6) e em seguida convertida em documento do tipo SMILE, o qual
foi devidamente submetido a andlise no servidor de dominio online Swiss ADME
(http://swissadme.ch/), plataforma cientifica gratuita que prediz, respectivamente, propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e regras de druglikeness de moléculas com potencial

aplicabilidade para a satde.
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Figura 6 - Estrutura quimica da epiisopiloturina (EPIT) de Pilocarpus microphyllus
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Legenda: imagem criada pelo autor no software Marvin Sketch (ChemAxon, USA).

4.4.2 Método de permeacio estimada cerebral e intestinal (Brain or Intestinal Estimated

Permeation Method - BOILED-EGG)

A estrutura quimica de EPIT foi submetida ao método BOILED-EGG situado na
plataforma Swiss ADME. Tal ferramenta calcula a lipofilicidade e a polaridade de pequenas
moléculas, gerando visualmente duas regides sobrepostas, semelhantes a um “ovo cozido” o
que condiz com a tradugao livre em portugués.

De forma suscita, moléculas presentes na regido branca (clara do ovo) terdo maior
probabilidade de serem absorvidas pelo trato gastrointestinal (figura 7). De maneira
complementar moléculas presentes na regido amarela (gema do ovo) também poderdo ser
absorvidas pelo trato gastrointestinal, porém terdo uma maior probabilidade de permear a
barreira hematoencefalica (BHE), dado obtido através da correlacdo da lipofilicidade (WLOGP)
das estruturas quimicas analisadas com a sua area de superficie polar (TPSA) (DAINA; ZOETE,
2016).
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Figura 7- Representagdo esquematica do modelo BOILED-EGG
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Fonte: Daina & Zoete (2016), adaptado.

4.5 Avaliaciao farmacologica
4.5.1 Cultura de células microgliais da linhagem BV?2

A linhagem de células BV2 utilizada nos experimentos foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRIJ). As condi¢des de cultivo consistiram na utilizagdo de meio
de cultura RPMI-1640 (Gibco by Life Technologies, USA), suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (FBS), a uma temperatura de 37°C, sob atmosfera 5% de COa.

4.5.2 Avaliacao da citotoxicidade de EPIT em células microglias da Linhagem BV?2

e Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)

O inicio da investigacdo da citotoxicidade preliminar do alcaloide imidazolico EPIT
em células do SNC foi realizada através do ensaio de determinacao da atividade da LDH. Tal
enzima encontra-se constitutivamente presente no citoplasma e o aumento de sua atividade no
ambiente extracelular ¢ utilizado como marcador de dano na membrana plasmatica, processo
caracteristico de células que estdo sofrendo apoptose, necrose e outras formas de morte celular
como a piroptose ¢ a ferroptose (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Para tanto, células
microgliais (linhagem BV2) a uma populagio de 1x10° células/mL foram adicionadas a uma
placa de 96 pocos. Decorrida 1 hora do plaqueamento, a suspensao de células foi incubada com
EPIT diluida em dimetilsulféxido (DMSO - concentragao final: 0,1%) em concentragdes
crescentes (3,5; 35; 87,5; 175 e 350 uM) escolhidas em detrimento a estudos anteriores
realizadas pelo nosso grupo de pesquisa (ROCHA el al., 2019). As demais células da linhagem
BV2 também foram incubadas com o grupo veiculo/RPMI (a FBS 1% e DMSO 0,1%) € com o

grupo Triton x-100 (0, 01% - padrdo citotoxico). Em adi¢do, foi verificado a possivel acdo
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citotoxica do LPS (0,5 pg/mL) sobre a suspensdo de células microgliais. Para isso, apos a
incubagdo com EPIT (3,5; 35; 87,5; 175 e 350 uM) ocorreu a adi¢ao de LPS (0,5 pg/mL).
O ensaio foi realizado utilizando o Kit LDH (Liquiform, Minas Gerais, Brasil), que

possui como fundamento a medida do decréscimo da absorbancia da amostra, devido a
oxida¢cdo do NADH, a qual ¢ proporcional a atividade de LDH na amostra. Apds 24 horas, o
sobrenadante das células foi colocado em contato com o substrato de tal enzima e
imediatamente ocorreu a leitura da absorbancia em 340 nm nos tempos de 1 e 3 minutos, a
37 °C. A atividade da enzima LDH no meio extracelular, foi calculada seguindo as
especificagdes do fabricante da seguinte maneira:

A=[(A1-A2)/2] x 1507,3
Onde:

A = atividade da enzima LDH na amostra em U/L;

A1 = absorbancia inicial (1 minuto) em 340 nm;

A2 = absorbancia final (3 minutos) em 340 nm;

1507,3 = fator de calculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25
pL.

O ensaio foi realizado em quintuplicata bioldgica.

o Teste do MTT

Dando continuidade na avaliagdo da citotoxicidade de EPIT foi realizado o teste do
Brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Tal ensaio € extensivamente
empregado na pesquisa de citotoxicidade de novos materiais pois avalia essencialmente a
fun¢dao metabolica da célula, através da reducao do sal de MTT a sal de formazan, conversao
realizada pelo complexo enzimatico succinato-tetrazol redutase, presente na cadeia respiratoria
da mitocondria (MOSMANN, 1983). Sendo assim, células da linhagem BV2, a uma populacao
de 1x10° células/mL foram adicionadas a uma placa de 96 pocos. Decorrida 1 hora do
plaqueamento, a suspensao de células foi incubada com concentragdes crescentes (3,5; 35; 87,5;
175 e 350 uM) de EPIT; com o grupo veiculo/RPMI (a FBS 1% e DMSO 0,1%) e com Triton
x-100 (0, 01% - padrao citotoxico). Da mesma forma do ensaio da atividade da enzima LDH,
também foi verificado a possivel a¢do citotoxica do LPS (0,5 pg/mL). Sendo assim, apds a
incubagdo com EPIT (3,5 - 350 uM) ocorreu a adigao de LPS (0,5 pg/mL).

Apos 24 horas, foi adicionado a suspensdo de células o sal do brometo de MTT -
3[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio, na concentragdo de 0,5 mg/mL. Passados 90

minutos de incubagdo, a placa foi centrifugada a 800g e o sobrenadante obtido descartado. Por
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fim, foram adicionados 150pL de DMSO para a solubilizagdo do sal de formazan metabolizado.
A placa passou por agitacdo constante durante 15 minutos com o auxilio de um agitador, e a
absorbancia foi entdo medida em leitor de microplacas a 560 nm (MOSMANN, 1983). O ensaio

foi realizado em quintuplicata biologica.

4.5.3 Determinacdo do efeito da EPIT sobre o oxido nitrico (NO) mensurado indiretamente

pela producdo de nitrito em células BV2 expostas ao LPS

Para avaliar o efeito de EPIT sobre a produgdo de 6xido nitrico (NO), células
microgliais da linhagem BV2 (1x10° células/mL) foram adicionadas a uma placa de 96 pogos.
Decorrida 1 hora do plaqueamento, as células foram incubadas com a EPIT (3,5; 35; 87,5; 175
e 350 uM), com o grupo veiculo/RPMI (FBS 1%, DMSO 0,1 %), com o grupo LPS (RPMI1640
aFBS 1 % e DMSO 0,1 %) e com quercetina (20 M), flavonoide antioxidante padrao. Passada
1 hora de incubagdo, foi adicionada a suspensao de células, LPS a uma concentraciao de 0,5
png/mL visando estimular a produgdo de NO.

Apo0s 24 horas, foram coletados 100 uL do sobrenadante de cada pogo, que foram
posteriormente transferidos para uma nova placa de 96 pocos. Ao sobrenadante obtido, foi
adicionado 100 pL do reagente de Griess (proporcao 1:1 de sulfanilamida 1% diluida em é&cido
fosforico 5%, e dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenoidiamina 0,1% diluido em &gua
ultrapurificada). A curva padrdo utilizada para a determina¢do da concentracdo de nitrito nos
grupos experimentais, foi feita utilizando-se nitrito de sodio (1 uM - 100 uM) (GREEN e/ al,,

1982). O ensaio foi realizado em quintuplicata bioldgica.

4.5.4 Avaliacdo do efeito da EPIT sobre os niveis de interleucinas (IL-1f, IL-6 e IL-10) e do
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)

Para investigacdo do um possivel efeito anti-inflamatério e imunomodulador da
EPIT sobre os niveis de citocinas, células BV2, a uma populaco de 1x10° células/mL, foram
cultivadas em placas de 96 pocos; apds 1 hora de plaqueamento, as células foram incubadas
com EPIT, na concentragdo de 87,5 uM, devido a auséncia de efeitos toxicos e potencial anti-
inflamatorio equivalente as demais concentracdes estudadas (175 e 350 uM). Ademais, as
células também foram incubadas com o grupo veiculo/RPMI (a FBS 1% e DMSO 0,1%), com
o grupo LPS (RPMI1640 a FBS 1% ¢ DMSO 0,1%) e com quercetina (20 yM), flavonoide anti-
inflamatorio padrao. Decorrida 1 hora de tratamento com as substancias testes, a inducdo da

inflamacao foi realizada com a adi¢dao do LPS (0,5 pg/mL).
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Ap0s 24 horas, o sobrenadante foi entdo coletado e os niveis das citocinas IL-18,
IL-6, IL-10 e TNF-a, avaliados por ensaios imunoenzimaticos (ELISA) de acordo com as
instrucdes do fabricante (BD Biosciences — San Diego, CA, USA e R&D Systems — Minnesota,
MN, USA). A densidade optica foi medida a uma absorbancia de 450 nm utilizando leitor de

microplacas (WOO el al., 2003). O ensaio foi realizado em quintuplicata biologica.

4.5.5 Efeito de EPIT sobre receptores transmembrana de polarizagdo microglial

(TLR4/TREM?) e sobre vias de sinalizacdo intracelulares (iNOS, NF-xkB, MAPKs)
Preparo da amostra

Visando investigar o efeito de EPIT sobre receptores transmembrana de polariza¢ao
microglial (TLR4/TREM2) e sobre vias de sinaliza¢do intracelulares (iNOS, NF-kB, MAPKs)
a suspensdo de células (1x10° células/mL) foi cultivada em placa de 24 pogos; apés 1h de
plaqueamento, as células foram incubadas com EPIT (87,5 uM), com o grupo veiculo/RPMI (a
FBS 1% e DMSO 0,1%) e com o grupo LPS (RPMI1640 a FBS 1%, DMSO 0,1%) durante 1
hora. Em seguida, a inducdo da resposta inflamatoéria com LPS apds o tratamento com EPIT
para investigacdo de eventos de fosforilacdo (NF-kB, MAPKSs, TLR4) foi de 1 hora e para os
demais alvos moleculares (iINOS, TREM2) 24 horas de estimulagao.

e Preparo do conteudo proteico total

Para a obten¢@o do homogenato proteico total, as células foram extraidas da placa
de 24 pogos com o auxilio de solugdo salina tamponada (PBS) gelada, ap6s isso, os tubos
falcons contendo a suspensdo de células foram centrifugadas a 130 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi entdo descartado e o pellet de células obtido, lisado por 30 minutos, pela adigao
da solugao de lise, contendo o tampao de ensaio de imunoprecipitagdo RIPA (Tris-HCI 40 mM,
cloreto de sddio 150 mM, Triton x-100 0,1%, desoxicolato de sédio 0,5% e SDS 0,1%, pH 8,0),
inibidores de protease (P2714, Sigma-Aldrich, New York, USA) e fosfatase (ab201112, Abcam®,
Cambridge, UK). Por fim, o homogenato foi entdo centrifugado a 12000g por 10 minutos, a 4
°C, em ultracentrifuga. O pellet contendo os restos celulares foi descartado e o sobrenadante
rico em proteinas, armazenado a -80°C.

A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o kit BCA (BioRad
Laboratories, CA, USA), onde o BSA (albumina do soro bovina) serviu como padrdao da
concentracdo proteica. Prontamente, a concentragdo proteica das amostras, foi entdo
normalizada, através da adi¢do do tampao LaemmLi (glicerol 40%, SDS 2%, Tris-HC1 0.2M e
0,005% azul de Coomassie, pH 6,8) (ABRAHAM el al.,, 2015; DAl el al., 2015).
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A eletroforese em gel foi utilizada para a separacdo das proteinas por tamanho
(SDS-PAGE, gel de acrilamida a 10%), sendo estas ao final da corrida, eletricamente
transferidas para membranas de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF - BioRad Laboratories, CA,
USA). Apbs a etapa de transferéncia, as membranas foram bloqueadas utilizando-se leite
desnatado ou BSA a 5%, dissolvidos em tampao Tris-Tween 20 (TBS-T) por 1 hora.

Em seguida, as membranas foram entdo incubadas overnight com os seguintes
anticorpos primadrios: anti-iNOS 1:3000 (ab16635, Abcam®, Cambridge, UK), anti-TLR4
1:500 (482300, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anti-TREM?2 1:500 (PA587933, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), anti-B-actina 1:100 (ab8226, Abcam®, Cambridge, UK), anti-p-NF-kB
1:1000 (#3033S, Cell signaling Technology®, Danvers, MA, USA), anti-NF-kB total 1:1000
(#69568, Cell signaling Technology®, Danvers, MA, USA), anti-p-JNK 1:1000 (#92558S, Cell
signaling Technology®, Danvers, MA, USA), anti-JINK total 1:2000 (#9252S, Cell signaling
Technology®, Danvers, MA, USA), anti-p-ERK1/2 1:1000 (#9101S, Cell signaling
Technology®, Danvers, MA, USA) e anti-ERK1/2 total 1:1000 (ab17526, Abcam®, Cambridge,
UK) a 4°C. Apos a incubagdo, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-T 1x, e
incubadas com anticorpo secundario anti-camundongo (#170-6516, BioRad Laboratories, CA,
USA) ou anti-coelho (SAB3700956500, Sigma-Aldrich, New York, USA) conjugado com
peroxidase de rabano silvestre (HRP 1:3000) por 2 horas.

As bandas imunorreativas foram entdo reveladas por quimioluminescéncia em
fotodocumentador ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA), através da adi¢do do reagente de deteccdo (Western Blot Clarity™ ECL, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). As densidades oOpticas das bandas foram mensuradas pelo
software Image Lab™ 5.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). O ensaio foi realizado

em quintuplicata bioldgica.

4.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 6.0
(GraphPad Software, San Diego, USA). Os dados foram representados como média £ erro
padrao da média (E.P.M). A andlise da normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados por andlise de
variancia (one-way ou two-way ANOVA) seguido pelo pos-teste de Bonferoni. Diferencas

foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1. Predicao estimada da permeacio cerebral e intestinal (BOILED-EGG) de EPIT

A representacdo grafica do modelo BOILED-Egg para EPIT esta apresentada na
figura 8. Como constatado, EPIT demonstrou de forma preditiva, probabilidade em penetrar a
BHE, pois ficou localizada na regido amarela “gema” do BOILED-egg. Destaca-se ainda, que
a predile¢ao de EPIT em penetrar o SNC, constatada pela plataforma Swiss ADME, nao exclui
apossibilidade de parametros adequados em relagdo a absor¢do gastrointestinal desse alcaloide,
representada pela regido branca do BOILED-egg.

Os resultados obtidos com o auxilio do modelo de predicdo de propriedades
farmacocinéticas, proporcionaram maior convic¢do para o seguimento do estudo, visto o
estabelecimento racional do delineamento experimental, que visa evidenciar de forma inédita
acdo anti-inflamatoria dessa molécula em células imunes do SNC (micréglia). Com isso, o
estudo teve seguimento com avaliacdo da citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria desse

alcaloide em células da linhagem BV-2.

Figura 8 - Representacdo esquematica do modelo BOILED-EGG para EPIT
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5.2 Estudo Farmacologico
5.2.1 Avaliagao da citotoxicidade da EPIT sobre células microgliais da linhagem BV-2
e EPIT nao interfere na atividade da enzima LDH

O efeito da EPIT sobre a atividade da enzima LDH esté representado na figura 9
(A e B). A adicdo de concentragdes crescentes de EPIT (3,5; 35; 87,5; 175 e 350 uM) nao
aumentou significativamente a atividade da enzima LDH (8,8 + 0,5; 9,1 +0,8; 8,8 + 0,6; 8,9 +
0,6 € 9,8 + 0,6 U/L respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (DMSO 0,1 %:
9,1 +£ 0,7 U/L) (figura 9A). A adicao de LPS (0,5 pg/mL) também ndo se mostrou capaz de
elevar os niveis dessa enzima (10,2 £ 0,6) quando comparado o grupo veiculo/RPMI (DMSO
0,1 %: 9,1 + 0,7 U/L). Células pré-tratadas com EPIT (3,5; 35; 87,5; 175 ¢ 350 uM) e que
sofreram posterior adicdo de LPS (0,5 pg/mL, indutor da ativagdo microglial) também nao
apresentaram alteragdo estatisticamente significativa na atividade da enzima LDH (9,0 + 0,3;
9,3+0,4;87+04;93+0,5¢ 10,2 + 0,5 U/L respectivamente) (figura 9B) em relagdo ao
grupo veiculo/RPMI. Por sua vez, o padrdo citotoxico (Triton x-100 0,01 % v/v), aumentou
significativamente a atividade de LDH, em aproximadamente 10 vezes quando comparada aos
niveis do grupo veiculo/RPMI (DMSO 0,1 %: 9,1 + 0,7 U/L) nos experimentos envolvendo a
auséncia (100,9 + 10,2 U/L) e a presenga do LPS (107,2 + 11,7 U/L), ratificando dessa forma a

sensibilidade do modelo na percepgao da toxicidade de materiais.
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Figura 9 - Efeito de EPIT sobre a atividade da enzima LDH em células microgliais

de linhagem BV2 na auséncia (A) e presenca (B) de LPS
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Legenda: LPS (0,5 pg/mL); Triton x-100 (0,01% v/v). Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M (n=5) da atividade da enzima LDH. * vs veiculo/RPMI (p<0,05 — one-way ANOVA ¢ Teste

de Bonferroni).

e EPIT nao altera o metabolismo de células microgliais através do teste do MTT

O efeito da EPIT sobre a viabilidade celular avaliada pelo teste do MTT esta
representado na figura 10 (A e B), respectivamente. A adi¢do de concentragdes crescentes de
EPIT (3,5; 35; 87,5; 175 e 350 uM) a suspensdo de cé€lulas BV2 nao reduziu de forma
significativa a viabilidade celular (Abs 560 nm: 1,3 = 0,04; 1,3 £ 0,05; 1,2 + 0,05; 1,2 £+ 0,06;
1,2 £ 0,06, respectivamente) (figura 10A) quando comparada ao grupo veiculo/RPMI (Abs 560
nm: 1,3 £0,08). O LPS adicionado 1 hora apds o pré-tratamento com EPIT, também nao alterou
a viabilidade celular (Abs 560 nm: 1,3 £+ 0,08) quando comparado com o grupo veiculo/RPMI
(Abs 560 nm: 1,3 + 0,08), bem como nao interferiu de forma estatisticamente significativa no
comportamento de EPIT (3,5; 35; 87,5; 175 e 350 uM) frente a viabilidade de células da
linhagem BV2 (Abs 560 nm: 1,3 + 0,09; 1,3 = 0,07; 1,3 + 0,07; 1,2 + 0,08; 1,2 + 0,15
respectivamente) (figura 10B). Por sua vez, o Triton x-100 (0,01% v/v, padrdo citotoxico),
reduziu a viabilidade celular quando comparado ao grupo veiculo/RPMI em um percentual de
aproximadamente 95 % nos experimentos envolvendo a auséncia (Abs 560 nm: 0,07 = 0,004)

e a presenga do LPS (Abs 560 nm: 0,07 = 0,005).
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Os dados obtidos no ensaio do MTT aliados aos resultados encontrados nos ensaios
da atividade da enzima LDH, colocam o LPS (estimulo inflamatério proposto) como um agente
capaz de ocasionar a ativagdo microglial sem alterar a viabilidade celular. Dessa forma, os
resultados obtidos, demonstraram que a EPIT nas condi¢des investigadas nao afeta a viabilidade
das células microgliais, o que orientou o prosseguimento dos estudos de avaliagdo do efeito
anti-inflamatério/imunomodulador desse alcaloide imidazolico em células BV2 expostas ao

LPS.

Figura 10 - Efeito de EPIT sobre a viabilidade de células microgliais (linhagem
BV2) avaliada pelo teste do MTT na auséncia (A) e presenga (B) de LPS
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Legenda: LPS (0,5 pg/mL); Triton x-100 (0,01% v/v). Os resultados estdo expressos como média
+ E.P.M (n=5) da absorbancia (560 nm). * vs veiculo/RPMI (p<0,05 — one-way ANOVA e Teste de

Bonferroni).

5.2.2 EPIT reduz a produgdo de oxido nitrico/nitrito em células BV?2 expostas ao LPS

O efeito da EPIT sobre a producao de 6xido nitrico indiretamente equivalente a
producao de nitrito em células BV2 expostas ao LPS, esta representado na Figura 11. A adi¢ao
de LPS (0,5 pg/mL) sobre as células microgliais, se mostrou capaz de aumentar
significativamente a producdo de nitrito (18,6 = 0,7 uM) quando comparado ao grupo
veiculo/RPMI (DMSO 0,1%: 0,6 £ 0,2 uM). O tratamento prévio com EPIT nas concentragdes

de 87,5, 175 e 350 uM, reduziu parcialmente, e de maneira significativa a producao de nitrito
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(14,8 £ 0,2; 14,2 £ 0,3; 14,0 £ 0,6 uM, respectivamente) quando comparado ao grupo LPS
(18,6 £ 0,7 uM). As maiores reducdes da concentragdo de nitrito proporcionado por EPIT
estiveram em torno de 25 % (£ 3,3 - 350 uM). Concentragdes menores (3,5 e 35 pM) ndo se
mostraram capazes de diminuir significativamente a producao de nitrito (17,9 £ 0,2; 16,5 £ 0,6
uM, respectivamente) quando comparadas ao grupo LPS (18,6 £ 0,7 uM). O pré-tratamento
com quercetina (20 pM), flavonol anti-inflamatério utilizado como substancia padrao, preveniu
a producgdo de nitrito (0,59 = 0,02 pM) ocasionada pelo LPS (0,5 pg/mL) ndo diferindo
estatisticamente do grupo veiculo/RPMI. A adicdao de EPIT (3,5; 35; 87,5; 175 ¢ 350 uM) e
quercetina (20 uM) per se/células que ndo receberam a estimulagdo do LPS ndo alterou
significativamente os niveis nitrito (0,5 + 0,3; 0,3+ 0,1; 0,3+ 0,1; 0,2+ 0,1; 0,4 £ 0,1; 0,44 +
0,1 uM, respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (DMSO 0,1%: 0,4 + 0,5
uM).

Figura 11 - Efeito de EPIT sobre a produgdo de nitrito em células BV2 expostas
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Legenda: Querc: 20 WM. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M (n=5) da produgdo de
nitrito (uM). # vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS. + vs EPIT 87,5 uM + LPS
(p<0,05 — two-way ANOVA e Teste de Bonferroni).
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Os resultados obtidos na avaliagdo preliminar da permeagdo cerebral (in silico) da
EPIT, a auséncia da citotoxicidade (atividade da enzima LDH e teste do MTT) mostrada por
esse alcaloide e o potencial anti-inflamatério apresentado pelo mesmo ao reduzir
significativamente a concentragdao de 6xido nitrico/nitrito no status inflamatorio induzido pelo
LPS em células microgliais da linhagem BV2, motivaram-nos a prosseguir o estudo do efeito
anti-inflamatério da EPIT em células microglias. Dessa forma, o estudo prosseguiu com a
avaliacdo do efeito do alcaloide na produ¢ao de outros mediadores, citocinas pro-inflamatorias
e anti-inflamatoria, bem como com a pesquisa do possivel mecanismo de acdo molecular,
incluindo a avaliag¢do do efeito sobre a expressao de iNOS, de receptores (TLR4 ¢ TREM2) e o
papel das vias de sinalizacdo NF-kB ¢ MAPKs (figura 12). Com base nos resultados até entao
obtidos, a concentracdo de EPIT selecionada para prosseguirmos os estudos foi de 87,5 uM,
considerando que seu efeito anti-inflamatorio/sobre a producao de nitrito foi comparavel, nao

diferindo estatisticamente de concentracdes superiores (EPIT 175 ¢ 350 uM).

Figura 12 - Estudo do mecanismo de ac¢ao anti-inflamatorio de EPIT sobre células

microgliais expostas ao LPS

Pré-tratamento
com
Epiisopiloturina

[
‘i
< MAPKs
(JNK & ERK)
_—
' "
Complexo IKK ( .
A . Expressdo de

Produgao de
IL-1B, IL-6, TNF-a

)
(& e
P
NF-xB AP-1
ENMEANSEONSNSONSONNONSONONONONG
’/ mRNA para iNO

mRNA para citocinas

pro-inflamatoérias




47

Fonte: autoria propria, figura feita na plataforma digital Biorender. Legenda: fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a); interleucina (IL); proteina ativadora de DNAX (DAP12); proteinas quinas
ativadas por mitogenos (MAPKSs); receptor desencadeado expresso nas células mieloides 2

(TREM2); receptor do tipo Toll like (TLR4).

5.2.3 EPIT reduz a expressdo da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS)

Prosseguindo os estudos, foi investigado se a redugdo da produgdo de 6xido nitrico
pela EPIT, estaria relacionado a uma agdo sobre a enzima responsavel pela sua biossintese
(INOS). A figura 13 mostra o efeito de EPIT sobre a expressao de iNOS em células BV2.

A inducdo do estado pro-inflamatorio pela adi¢do de LPS (0,5 pg/mL) aumentou de
forma significativa a expressao da 6xido nitrico sintase (intensidade da banda iNOS/B-actina:
1,4 £ 0,07) quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda iNOS/B-actina:
0,03 £ 0,01), mostrando o sucesso do protocolo experimental em polarizar o perfil celular para
o estado M1.

O pré-tratamento da suspensdo de células com EPIT (87,5 uM), diminuiu
parcialmente a expressdo da enzima iNOS (intensidade da banda iNOS/B-actina: 1,1 + 0,06)
quando comparado ao grupo LPS (intensidade da banda iNOS/B-actina: 1,4 = 0,07),
representando um percentual de inibi¢do de aproximadamente 20%. A adi¢do per se de EPIT
(87,5 uM) nao interferiu na expressao proteica da iNOS (intensidade da banda iNOS/B-actina:
0,05 = 0,02), mostrando comportamento semelhante ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da

banda iNOS/B-actina: 0,03 £ 0,01).
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Figura 13 - Efeito de EPIT sobre a expressdo da iNOS estimulada pelo LPS em
c¢lulas BV2
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média + E.P.M (n=5) da intensidade da banda de
iNOS/b-actina. # vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — two-way

ANOVA e Teste de Bonferroni).

5.2.4 Efeito de EPIT sobre a producdo de citocinas em células microgliais da linhagem BV?2
ativadas pelo LPS
e EPIT inibe a producdo de IL-1 8

O efeito da EPIT sobre a concentragao de IL-1P no sobrenadante de células BV2 na
auséncia e na presenca de LPS esta representado na figura 14. A adi¢ao de LPS (0,5 pg/mL)
sobre as células induziu o aumento significativo na producdo de IL-18 (121,0 + 20,4 pg/mL)
quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (DMSO 0,1%: 58,3 £ 3,0 pg/mL), evidenciando a
formag¢ao do um microambiente inflamatorio e comprovando, dessa forma, o funcionamento do
protocolo experimental.

O pré-tratamento com EPIT (87,5 uM) inibiu a produgdo de IL-1B (64,7 £ 17,7
pg/mL) quando comparado ao grupo LPS (121,0 £ 20,4 pg/mL), resultando na produgdo deste
mediador ao nivel encontrado no sobrenadante de células BV2 nao estimuladas (grupo

veiculo/RPMI: 58,3 + 3,0 pg/mL). A quercetina (20 uM), flavonol anti-inflamatorio padrao,
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também preveniu o ambiente inflamatdrio induzido pelo LPS, ndo diferindo estatisticamente
do nivel de IL-1 (20,1 £ 4,2 pg/mL) observado no grupo veiculo/RPMI. O pré-tratamento das
células com EPIT (46,4 = 17,7 pg/mL) e quercetina (19,1 &+ 3,7 pg/mL), sem a estimulacao do
LPS (per se) nao alterou significativamente a produgdo de IL-IB em relagdo ao grupo

veiculo/RPMI (DMSO 0,1%: 58,3 £ 3,3 pg/mL).

Figura 14 - Efeito de EPIT sobre a producao de IL-1B em células microgliais
(linhagem BV2) estimuladas com LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média + E.P.M (n=5) da produgdo de IL-1f (pg/mL).
# vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — two-way ANOVA e Teste de

Bonferroni).

e EPIT reduz a producdio de IL-6

Seguindo com a investigacdo do efeito de EPIT sobre a producdo de citocinas no
ambiente inflamatdrio, a figura 15 mostra o efeito desse alcaloide imidazolico sobre o nivel de
IL-6 no sobrenadante de células BV2 estimuladas ou ndo com LPS. A adi¢ao desse agente (LPS:
0,5 ng/mL) aumentou significativamente a producao de IL-6 (378,7 = 44,9 pg/mL) quando
comparada ao grupo veiculo/RPMI (DMSO 0,1 %: 24,8 £ 4,5 pg/mL). Porém, o pré-tratamento
com EPIT (87,5 uM) reduziu de forma significativa a producao de IL-6 (228,4 + 30,6 pg/mL),
diminuindo a produg¢do dessa interleucina em um percentual de aproximadamente 40% quando

comparado ao grupo veiculo tratado com LPS (378,7 £ 44,9 pg/mL — 100% de producao de IL-
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6). A quercetina (20 uM), por sua vez, atenuou o ambiente inflamatério induzido pelo LPS
(43,06 = 4,79 pg/mL), ndo diferindo estatisticamente do grupo veiculo/RPMI (24,8 + 4,5
pg/mL). A adigdo per se de EPIT (18,3 +£4,1 pg/mL) ou quercetina (6,6 + 2,5 pg/mL) ndo alterou
significativamente a concentracao de IL-6 quando comparada ao grupo veiculo/RPMI (24,8 +

4,5 pg/mL).

Figura 15 - Efeito de EPIT sobre a produ¢do de IL-6 em células microgliais
(linhagem BV?2) estimuladas com LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média = E.P.M (n=5) da produg¢ao de IL-6 (pg/mL).
# vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — two-awy ANOVA e Teste de

Bonferroni).

e EPIT diminui a produgdo de TNF- a

O efeito de EPIT sobre a producdo de TNF-a, outro importante mediador pro-
inflamatorio, estd representado na figura 16. De forma semelhante ao visto anteriormente na
producao de IL-1B e IL-6, a adicdo de LPS sobre as células BV2, aumentou de forma
significativa a produ¢do de TNF-a (504,2 + 16,9 pg/mL) quando comparado as células nao
expostas ao LPS (grupo veiculo/RPMI - DMSO 0,1 %: 35,0 = 4,9 pg/mL). A adi¢do prévia de
EPIT (87,5 uM) as células, reduziu de maneira significativa a produgao dessa citocina (341,5 +
27,7 pg/mL) quando comparado ao grupo LPS (504,2 £ 16,9 pg/mL), representando um
percentual de redugdo de aproximadamente 34 %. A quercetina (20 uM), substancia utilizada

como padrdo anti-inflamatorio, reduziu de maneira significativa a produg¢do deste mediador
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(102,5 + 24,1 pg/mL) quando comparada ao grupo estimulado com LPS, de tal forma, que nao
apresentou diferenga estatistica ao ser comparado com o grupo RPMI/veiculo. O tratamento
com EPIT per se (11,9 £+ 2,6 pg/mL) ou quercetina (17,8 £ 8,3 pg/mL) ndo alterou a produgao
de TNF-aquando comparado ao grupo veiculo/RPMI (35,0 = 4,9 pg/mL).

Figura 16 - Efeito de EPIT sobre a produ¢do de TNF-a em células microgliais
(linhagem BV2) estimuladas com LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M (n=5) da produ¢do de TNF-a (pg/mL).
# vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — two-way ANOVA e Teste de

Bonferroni).

e EPIT ndo altera a concentragdo de IL-10 em células BV?2 expostas ao LPS

Avaliando-se uma possivel acdo imunomoduladora de EPIT sobre a produgao de
citocinas anti-inflamatdrias, a figura 17 apresenta o efeito desse alcaloide sobre a produgao de
IL-10. A adicdo de LPS (0,5 pg/mL) diminuiu significativamente a concentragdo de IL-10
(43,00 = 8,60 pg/mL) no sobrenadante das células micréglias, quando comparado ao grupo
veiculo/RPMI (162,10 £ 27,60 pg/mL), caracterizando uma polarizagao do perfil M2 (anti-
inflamatorio) para o perfil M1 (pré-inflamatorio). A adigdo de EPIT (87,5 uM) ndo se mostrou
capaz de elevar a producao de IL-10 (22,50 + 5,20 pg/mL), ndo diferindo estatisticamente do
grupo estimulado com LPS (43,00 + 8,60 pg/mL). O pré-tratamento com quercetina (20 uM)

também ndo foi capaz de estimular a producdo de IL-10 pelas células de linhagem BV?2,
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mostrando apenas uma tendéncia (70,48 + 13,25 pg/mL) quando comparada ao grupo

estimulado com LPS (43,00 £ 8,60 pg/mL).

Figura 17 - Efeito de EPIT sobre a producao de IL-10 em células microgliais
(linhagem BV?2) expostas ao LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média = E.P.M (n=5) da produgdo de IL-10 (pg/mL).
* vs grupo LPS (p<0,05 — one-way ANOVA e Teste de Bonferroni).

5.2.5 O alcaloide imidazolico EPIT reduz a expressio do receptor TLR4, mas ndo induz o

aumento na expressao do TREM?2 em células microgliais (linhagem BV2)

A ativagdo do TLR4 ¢ responsavel pelo inicio da cascata inflamatoria ocasionada
por diversos padroes moleculares associados a patogenos (PAMPs) incluindo o LPS (CHEN el
al., 2012; LU; YEH; OHASHI, 2008). Com isso, o efeito de EPIT sobre esse alvo de ativagao
microglial est4 representado na figura 18. A estimulacdo de células microgliais com LPS (0,5
pg/mL) pelo periodo de 1 hora, mostrou-se capaz de promover o aumento significativo
(intensidade da banda TLR4/B-actina: 2,2 + 0,3) na densidade proteica desse receptor quando
comparado ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda TLR4/B-actina: 1,26 + 0,09).

O pré-tratamento das células micréglias com EPIT (87,5 uM) reduziu de maneira

significativa o aumento na expressao proteica do TLR4 (intensidade da banda TLR4/B-actina:
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1,3 £ 0,1) quando comparado ao grupo estimulado durante 1 hora com LPS (intensidade da
banda TLR4/B-actina: 2,2 + 0,3). Por sua vez, o tratamento com EPIT per se nio alterou a
expressao basal desse receptor (intensidade da banda TLR4/B-actina: 1,36 + 0,1), mostrando
comportamento semelhante ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda TLR4/B-actina: 1,2

+0,09).

Figura 18 - Efeito de EPIT sobre o aumento inicial na expressao do TLR4 em

células BV2 tratadas com LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média + E.P.M (n=5) da intensidade da banda de
TLR4/B-actina. # vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — Two-way
ANOVA e Teste de Bonferroni).

Com o objetivo de identificar uma possivel acdo imunomoduladora de EPIT a um
nivel de expressao proteica, a figura 19 mostra o efeito desse alcaloide sobre o TREM2, um
importante receptor imune inato, envolvido em vias de sinaliza¢do da neuroregulagao (LIU el
al., 2020; WALTER, 2016).

A adicdo de LPS (0,5 pg/mL) a suspensdo das células BV2 reduziu a expressdo
proteica do TREM 2 (intensidade da banda TREM?2/B-actina: 0,35 + 0,1) quando comparada ao
grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda TREM2/B-actina: 1,3 + 0,2), ratificando o

funcionamento do delineamento experimental em induzir o perfil M1, relacionado a redugado da
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expressao desse receptor.

A adi¢do prévia de EPIT na concentracdo estudada (87,5 uM) ndo foi capaz de
aumentar a expressao proteica do receptor em questao (intensidade da banda TREM2/B-actina:
0,4 + 0,2), apresentando comportamento semelhante ao grupo LPS (intensidade da banda
TREM2/B-actina: 0,3 + 0,1). Por sua vez, a adicdo per se de EPIT base (87,5 uM) ndo alterou
o funcionamento celular basal (intensidade da banda TREM2/B-actina: 1,2 £ 0,2), ndo diferindo
seu comportamento quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda

TREM2/B-actina: 1,3 £0,2).

Figura 19 - Efeito de EPIT sobre a expressao proteica do TREM2 em células BV2

submetidas ao modelo de inflamatorio pelo LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média + E.P.M (n=5) da intensidade da banda de
TREM2/B-actina. # vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — Two-way
ANOVA e Teste de Bonferroni).
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5.2.6 O alcaloide imidazolico EPIT exerce seu efeito anti-inflamatorio em células microgliais

(linhagem BV2) agindo sobre vias de sinalizacdo intracelulares NF-xB/ MAPKs
e Acdo sobre a via do NF-kB

A ativacdo do fator de transcricdo NF-kB regula diversos mecanismos celulares e
estd intimamente relacionada com a produgdo de diversos mediadores inflamatorios (SHIH;
WANG; YANG, 2015). A investigacao do potencial da EPIT base em diminuir o processo de
fosforilagao dessa via (subunidade p-65) pode ser observado na figura 20. A adi¢dao de LPS
(0,5 pg/mL) promoveu um aumento significativo do processo de fosforilagdo da subunidade p-
65 (intensidade da banda p-NF-«kB/NF-kB total: 0,79 + 0,06) quando comparado ao grupo
veiculo/RPMI (intensidade da banda p-NF-«kB/NF-kB total: 0,18 + 0,05) representado um
aumento de cerca de 4,4 vezes nos eventos de fosforilagao da via em questao. A adi¢cdo de EPIT
(87,5 uM) sobre as células inibiu de maneira significativa os eventos de ativa¢do dessa via
(intensidade da banda p-NF-kB/NF-kB total: 0,47 = 0,04) quando comparada com o grupo
estimulado com LPS (intensidade da banda p-NF-xB/NF-kB total: 0,79 + 0,06), resultando em
uma inibi¢do da fosforilagdo de aproximadamente 40%. O tratamento per se com EPIT, nao
alterou o comportamento basal dos eventos de fosforilacao (intensidade da banda p-NF-kB NF-

kB total: 0,18 £+ 0,05) quando comparado ao grupo veiculo/RPMI.
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Figura 20 - Efeito de EPIT sobre a via do NF-kB em cé¢lulas BV2 estimuladas com

LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média + E.P.M (n=5) intensidade da banda de p-NF-
«B/ NF-kB total. # vs veiculo RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — Two-way
ANOVA e Teste de Bonferroni).

e Efeito de EPIT sobre a via das MAPKs: atividade sobre a proteina JNK

Prosseguindo os estudos, foi investigado o papel da via MAPKs/INK no efeito anti-
inflamatorio de EPIT em células BV2. A figura 21 apresenta a agdo do alcaloide sobre a
fosforilagdo da proteina Cinase JNK, representante da via das MAPKs e responsavel pela
regulacdo de diversos processos bioldgicos, incluindo a producdo mediadores inflamatorios
(POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016).

A estimulag@o das células BV2 com a adi¢ao de LPS (0,5 pg/mL) aumentou de
maneira significativa o processo de fosforilacao da proteina Cinase JNK (intensidade da banda
p-JNK/JNK total: 1,0 £0,01) quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda
p-JNK/INK total: 0,08 = 0,01). O pré-tratamento com EPIT base (87,5 uM) reduziu em um
percentual de 39% a fosforilacdo de tal proteina (intensidade da banda p-JNK/JNK total: 0,63
+ 0,01) quando comparada ao grupo estimulado com LPS (intensidade da banda p-JNK/JNK

total: 1,0 £0,01), constando dessa forma, atividade sobre outra via de sinalizagdo intracelular.
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A adi¢do per se de EPIT (87,5 uM) ndo alterou o funcionamento do processo de fosforilagao
da Cinase JNK (0,03 £ 0,006) quando comparada ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda
p-JNK/JNK total: 0,08 =0,01).

Figura 21 - Efeito de EPIT sobre a fosforilacdo da proteina JNK em células BV2

submetidas a ativagdo pelo LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média = E.P.M (n=5) da intensidade da banda de p-
JNK/ JNK total. # vs veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05 — Two-way
ANOVA e Teste de Bonferroni).

o Efeito de EPIT sobre a via das MAPKs: atuagdo sobre a fosforilacio da proteina ERK1/2

Dando seguimento ao estudo do efeito de EPIT sobre a via das MAPKs, a figura
22 apresenta o envolvimento desse alcaloide sobre a fosforilagdo da proteina Cinase ERK 1/2,
alvo molecular responsavel pela migracao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, além de
outros eventos metabolicos importantes (MOENS; KOSTENKO; SVEINBJORNSSON, 2013).

A adicao de LPS (0,5 pg/mL) sobre as células BV2 aumentou o processo de
fosforilacdo da proteina ERK1/2 (intensidade da banda p-ERK1/2/ ERK1/2 total: 2,0 + 0,02)
quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda p-ERK1/2/ ERK1/2 total:

1,73 £ 0,06) constatando o funcionamento do LPS em ocasionar o processo de ativacao da via
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em questdo um nivel molecular.

O pré-tratamento com EPIT (87,5 uM) inibiu o processo de fosforilacdo dessa
proteina (intensidade da banda p-ERK 1/2/ ERK1/2 total: 1,74 + 0,03) restabelecendo os eventos
celulares ao nivel encontrado no grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda p-ERK1/2/
ERK1/2 total: 1,73 £ 0,06). A adi¢cdo de EPIT (87,5 uM) per se ndo alterou o funcionamento
celular basal (intensidade da banda p-ERK1/2/ ERK1/2 total: 1,77 £+ 0,02), ndo diferindo seu
comportamento quando comparado ao grupo veiculo/RPMI (intensidade da banda p-

ERK1/2/ERK1/2 total: 1,73 + 0,06).

Figura 22 - Efeito de EPIT sobre a fosforilagdo da proteina ERK1/2 em células
BV2 na presenca do LPS
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Legenda: Os resultados estdo expressos como média = E.P.M (n=5) da intensidade da banda de p-
ERK1/2/ ERK1/2 total. # vs grupo veiculo/RPMI; * vs grupo veiculo estimulado com LPS (p<0,05
— Two-way ANOVA e Teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram evidenciar que o alcaloide
imidazolico EPIT de P. mycrophyllus (jaborandi) demonstra alta probabilidade em permear a
BHE através de dados gerados em analise farmacocinética preditiva. A avaliagdo farmacologica
constatou a auséncia de citotoxicidade dessa molécula, bem como demonstrou de maneira
inédita seu efeito anti-inflamatdério em células microgliais (linhagem BV2) através da redugdo
na produ¢ao de mediadores inflamatorios, agdo mediada em parte, pela capacidade dessa
molécula em inibir vias de sinalizagcdo intracelulares e a resposta imune ocasionada pela
ativacao do receptor transmembrana TLR4, apresentando dessa forma, um mecanismo de acao
molecular dependente da via TLR4/NF-kB/MAPKs/iNOS. Ademais, EPIT ndo se mostrou
capaz, nas condicdes investigadas, de estimular mecanismos anti-inflamatérios (produgdo de
IL-10 e expressdao do TREM2). Com isso, destacamos o potencial desse alcaloide como uma
fonte de estudo promissora em modelos in vivo que buscam alternativas terapéuticas para o
tratamento de doencas que acometem o SNC, onde a ativagcdo microglial possui um papel
importante.

Modelos in silico de predicao de caracteristicas farmacocinéticas, sdo cada vez mais
utilizados pela industria farmacéutica, em busca de otimizagdo de tempo e recursos financeiros
(TSAIOUN; BLAAUBOER; HARTUNG, 2016). Com isso, a analise de parametros
farmacocinéticos, comumente referidos como ADME (absor¢do, distribui¢do, metabolismo e
excre¢do), ¢ um passo industrial comum a vérias moléculas em estudo bioprospectivos, sendo
o parametro de biodisponibilidade um desafio constante para a industria no desenvolvimento
de farmacos (HANN; SIMPSON, 2014).

A plataforma Swiss ADME dispde de ferramentas que indicam a probabilidade de
moléculas candidatas a farmacos em penetrar no SNC, através da correlacdio de sua
lipofilicidade com a sua 4rea de superficie polar (TPSA). Sendo assim, tal recurso pode ser util
na fase inicial do processo de triagem farmacologica (DAINA; ZOETE, 2016). A EPIT
mostrou-se capaz de atravessar a BHE de acordo com o método de BOILED-egg presente nesta
plataforma. Um estudo desenvolvido por Rocha e colaboradores (2018), utilizando a plataforma
online Pre-ADMET, ja havia destacado caracteristicas farmacocinéticas adequadas de EPIT,
como a nao violagdo da regra de Lipinski, modelo de druglikeness utilizado pela farmacéutica
Pfizer, que prediz moléculas promissoras para o desenvolvimento farmac€utico com boa
biodisponibilidade para serem administradas por via oral (LIPINSKI e/ al., 2001). Somando

tais achados, EPIT se mostrou um alcaloide promissor para emprego na area da saude, com
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enfoque em doencas que acometem o SNC.

A necessidade de se determinar os potenciais efeitos citotoxicos de substancias com
possivel aplicabilidade terapéutica em doengas que afetam o SNC ¢ de suma importancia para
se compreender os riscos que elas podem trazer, visto que uma gama de enfermidades possuem
carater cronico e, em muitos dos casos, necessitam de interven¢des medicamentosas a longo
prazo, o que aumenta a probabilidade de efeitos toxicos (CASCIONE e/ al., 2020). Sendo assim,
a avaliacdo da citotoxicidade de compostos constitui umas das etapas iniciais do
desenvolvimento de novos farmacos (HALKS-MILLER; FEDOR; TYSON, 1991). No presente
estudo, as avaliagoes da citotoxicidade da EPIT foram realizadas através da atividade da enzima
LDH e do teste do MTT em células microglias (linhagem BV2). Tais células assumem o papel
de representa¢do da imunidade inata no SNC e desempenham um papel chave na resposta
inflamatéria, bem como na resposta toxica classica, vista principalmente em situacdes de danos
induzidos por neurotoxicantes como o clorpirifos (organofosforado), a rotenona (inseticida) e
as micotoxinas (GAO e/ al., 2013; HENN el al., 2009; LUND e/ al., 2006; PEI el al., 2021;
STREIT, 2001; ZHANG el al., 2019a).

A adi¢ao de concentragdoes crescentes de EPIT ndo foi capaz de aumentar
significativamente a atividade da enzima LDH no sobrenadante de células BV2, bem como nao
reduziu a viabilidade celular avaliada pelo teste do MTT. Em conjunto, os resultados obtidos
no estudo da citotoxicidade de EPIT sugerem que essa molécula ndo interfere na integridade da
membrana plasmatica e ndo altera o metabolismo mitocondrial de células microgliais na faixa
de concentracao estudada.

Os dados apresentados no presente trabalho corroboram com o estudo anterior
realizado pelo nosso laboratorio (ROCHA el al., 2019), onde EPIT nao alterou a atividade da
enzima LDH, nem interferiu no metabolismo mitocondrial de neutr6filos humanos. Em outro
trabalho, desenvolvido por Veras e colaboradores (2012), EPIT também ndo alterou a
viabilidade de macrofagos peritoneais de camundongos e de células Vero (células renais de
macaco verde africano) até a concentra¢io de 1750 uM no teste do MTT. E interessante destacar
também que uma série de outros estudos envolvendo alcaloides como a triptantrina (KWON
el al., 2017), ajmalina (SI e/ al., 2021), viridicatol (KO el al., 2015) em células da linhagem
BV2, apontam um comportamento citotdéxico dessas substancias em uma faixa de concentragao
menor (50, 100 e 160 uM, respectivamente) do que a faixa de concentracao investigada para a
EPIT no presente estudo (3,5 - 350 uM). Esse cendrio sugere que a EPIT possui uma margem
de seguranca preliminar de interesse para futuras aplicagdes terapéuticas.

O oxido nitrico (NO) consiste em um mediador versatil com diversos papéis
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homeostaticos, principalmente no sistema cardiovascular e sistema nervoso central, além de
importantes fun¢des em processos patologicos, especificamente no contexto da inflamagao
(LIY el al., 2021; YUSTE el al., 2015). Sua produgdo no sistema nervoso central, advém de
trés isoformas da oxido nitrico sintetase (NOS), enzima responsavel pela conversao da L-
arginina a L-citrulina e ao NO propriamente dito. Nesse sentido, as isoformas neuronal (nNOS)
e endotelial (eNOS) sdo constitutivas, e expressas principalmente em neurdnios da medula
espinhal/vasos do cérebro e no sistema circulatéorio que circunda neurénios motores,
respectivamente. Em contraste, a isoforma induzivel (iNOS), presente nos astrocitos € na
micréglia, tem sua expressdo durante o estado de neuroinflamagdo (ALDERTON; COOPER;
KNOWLES, 2001). Dessa forma, ao longo do processo inflamatorio no SNC, estudos apontam
que o NO produzido contribui para a morte neuronal, via disfun¢do mitocondrial, danos ao
DNA e liberagdo de glutamato, com consequente morte celular excitotoxica (BAL-PRICE;
BROWN, 2001; CALABRESE el al., 2007; CHABRIER; DEMERLE-PALLARDY; AUGUET,
1999; LIPTON, 2007; PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). Por tais motivos, substancias
que possam diminuir a produgdo deste mediador, agindo sobre a expressao da iNOS, podem ser
uteis no manejo de patologias que estejam associadas a neuroinflamacao e a neurodegeneracao
(FREIRE el al., 2009; KUBOYAMA el al., 2011).

O alcaloide imidazdlico EPIT mostrou-se capaz de reduzir parcialmente a producao
de nitrito, que mensura indiretamente a producao de NO. Tal efeito foi reproduzido em nivel de
expressdo proteica por meio da redugdo parcial da expressao da iNOS em células microgliais
estimulada por LPS. Tais resultados sdo corroborados com estudo anterior (RODRIGUES DE
CARVALHO el al., 2018) onde EPIT reduziu a produgdo de nitrito e a expressao da iNOS, nos
segmentos intestinais de ratos afetados pela doenga de Crohn experimental induzida pelo acido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) e de forma mais recente, com Rocha (2021) que demonstrou
a capacidade de EPIT em inibir a expressdo da iNOS na pata de camundongos submetidos a
modelos de dor inflamatoria persistente. Aliado a tais resultados, um estudo anterior realizado
no nosso laboratorio (ROCHA el al., 2019) comprovou a habilidade da EPIT em reduzir o burst
oxidativo de neutrofilos humanos ativados por PMA, processo que consiste na producdo de
uma gama de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como o peroxido de hidrogénio (H20>),
o radical hidroxila (OH") e o peroxinitrito. Apesar desses modelos ndo serem direcionados a
doencas que atingem o SNC, esses estudos destacam a bioatividade de EPIT como
antioxidante/anti-inflamatdrio e corroboram os achados do presente estudo, os quais indicam
um reconhecimento inédito do potencial de EPIT em agir sobre a micrdglia, representante

imune predominante no SNC, constituindo cerca de 80% das células imunes do parénquima
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cerebral (KORIN e/ al., 2017; MORIMOTO; NAKAJIMA, 2019).

Associado ao exposto, diversos estudos também destacam a capacidade de
alcaloides em reduzir a producao de nitrito e a expressao da iNOS em cé€lulas microglias
linhagem da BV2 como a palmatina (concentracdo inibitéria: 20 uM), epiberberina
(concentragdo inibitoria: 20 uM), coptisina (concentracao inibitoria: 20 uM) isolados de Coptis
japonica (JEON el al., 2009), a cefarantina (concentragdo inibitéria: 3 pM) obtida a partir da
espécie Stephania cepharantha Hayata (CHEN el al., 2019), além da liensinina (concentragao
inibitoria: 10 uM), neferina (concentragdo inibitoria:10 uM) e isoliensinina (concentragao
inibitoria: 10 uM) extraidas da Nelumbo nucifera (lotus) (MENG el al., 2017), colocando tal
classe de substancias em forte evidéncia como fonte de potenciais fitofarmacos anti-
inflamatorios.

A producdo de mediadores pro-inflamatorios (NO, IL-1 B, TNF-a e IL-6) por
células micréglias classicamente ativadas (perfil M1) ¢ um processo comum na
neuroinflamag¢do e na neurodegeneracdo, estados que fazem parte da fisiopatologia de diversas
doengas que atingem o sistema nervoso central (MUZIO; VIOTTI; MARTINO, 2021). Estudos
destacam que o TNF-a leva a reativacdo microglial através de um feedback positivo, e contribui
para o dano neuronal visto em desordens neurologicas (BRAS el al., 2020; KUNO el al., 2005).
De forma similar a IL-1( gera a ativacdo de cascata pro-inflamatorias ao estimular vias de
sinalizagdo intracelulares (MAPKs, NF-kB e iNOS) promovendo a propagagdo do estado
neuroinflamatério (BURM el al., 2015; DAl el al., 2015; YUN-JUNG KIM el al., 2006). A IL-
6 por sua vez, tem um papel fundamental na perpetuacio da ativagdo microglial (RECASENS
el al., 2021), onde trabalhos apontam que seus niveis aumentados também contribuem para a
progressao de desordens neurodegenerativas como a doenca de Parkinson (MOGTI el al., 1994;
SAWADA; IMAMURA; NAGATSU, 2006). O estabelecimento cronico desse perfil
inflamatorio (M1), dificulta a retomada de um perfil microglial neuroreparador (M2),
responsavel por restaurar a homeostase no parénquima cerebral através da producdo de
mediadores anti-inflamatérios (FRANCO; FERNANDEZ-SUAREZ, 2015).

A EPIT mostrou-se capaz de agir sobre a produgao de citocinas pro-inflamatorias,
restabelecendo o nivel de IL-1B ao encontrado em células ndo estimuladas pelo LPS,
contribuindo na diminuicao da liberagao de TNF-a e reduzindo de forma expressiva a produgao
de IL-6. Tais dados corroboram com trabalhos onde EPIT foi capaz de diminuir a produgado de
IL-6 e TNF-a em neutrofilos humanos (ROCHA el al., 2019), bem como reduzir a concentragao
de IL-1B e TNF-a na cavidade peritoneal de camundongos submetidos ao modelo de peritonite

induzido por carragenina (SILVA el al., 2013) e restabelecer a concentragdo de IL-1f aos niveis
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basais no intestino de em ratos submetidos a doenca de Crohn induzida por TNBS
(CARVALHO el al., 2018). Com isso, tais dados ratificam o potencial anti-inflamatério desse
alcaloide que além de agir sobre o eixo inflamatorio iNOS/NO também se mostra habil em
exercer efeito sobre a producdo de outros mediadores inflamatérios associados a diversas
patologias, incluindo o estado neuroinflamatorio encontrado em doengas neurodegenerativas.

Uma série de estudos destacam a interface entre o sistema nervoso e o sistema
imune através de circuitos neurais que possuem como fun¢ao o controle da inflamagao (MINA-
OSORIO el al, 2012; PAVLOV; TRACEY, 2017; UENO el al., 2016). A produgdo de
mediadores anti-inflamatdrios como TGF-f, IL-4, IL-13 e IL-10 pela microglia (perfil M2),
durante o desequilibrio homeostatico ¢ um passo importante para a resolugdo da inflamagao e
reparo tecidual (FRANCESCHI el al., 2007; PRINZ; PRILLER, 2014; SOCHOCKA; DINIZ;
LESZEK, 2017). Em particular, a [L-10 ¢ uma importante moduladora da ativagcdo microglial,
pois mantém o balango entre a producdo de mediadores pr6 e anti-inflamatérios no SNC,
contribuindo também para a sobrevivéncia celular através da promog¢ao na expressao de fatores
anti-apoptoticos (LAFFER e/ al., 2019; MOORE el al., 2001). A adi¢cao da EPIT ndo se mostrou
capaz de estimular a produ¢do de IL-10 em células microgliais expostas ao LPS. Sugerindo,
que esse alcaloide parecer atuar inibindo mecanismos pré-inflamatorios, sem interferir em
mecanismos anti-inflamatorios.

E importante registrar que o resultado obtido no presente estudo diferiu de um
estudo desenvolvido em nosso laboratério (ROCHA, 2021), no qual a administragdo oral de
EPIT (1 mg/kg) estimulou a produgao de IL-10 no tecido subplantar de animais submetidos ao
modelo de dor inflamatoria induzido por carragenina. Tal divergéncia pode ser explicada pela
natureza distinta dos modelos experimentais, mas também por estudos (FLEISHER-
BERKOVICH e/ al., 2010; JOSEPH; JOSE LUIS VENERO, 2013; SARKAR e/ al., 2018) que
tém destacado um carater predominantemente pro-inflamatorio vindo de células microgliais da
linhagem BV?2. Foi demonstrado que células BV2 apresentam altos niveis basais de citocinas
(IL-1pB, IL-6, TNF-a) e mediadores (NO) pré-inflamatérias quando comparadas com outras
linhagens celulares (cultura primdria murina e linhagem MMC) (SARKAR el al., 2018). Além
do exposto, células BV2 quando ativadas pelo LPS expressariam em maiores quantidades
mediadores pro-inflamatorios como TNF-a e IL-6 quando comparados a mediadores anti-
inflamatérios (JOSEPH; JOSE LUIS VENERO, 2013), o que tornaria o microambiente
proposto no presente estudo, extremamente pro-inflamatdrio, dificultando uma possivel
polarizagdo microglial para um perfil anti-inflamatdrio (M2) por agentes candidatos a farmacos.

Ressalta-se que essa hipdtese deve ser confirmada em estudos futuros, com o emprego de novas
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abordagens como a avalia¢do de outros mediadores e avaliagdo em modelos experimentais in
vivo, visto relatos na literatura que destaca a capacidade de moléculas de origem natural, como
os compostos polifendlicos rutina e curcumina em exercerem seus efeitos anti-inflamatorios,
em parte devido a capacidade de polarizarem as cé€lulas da linhagem BV2 para o perfil M2
(GUANG-PING LANG; CAN LI; YING-YING HAN, 2021; ZHANG e/ al., 2019b).

Os receptores do tipo toll like sdo expressos em mamiferos e codificados por uma
linha germinativa que leva a sua manifestacdo em células do sistema imune inato (LU; YEH;
OHASHI, 2008; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). De forma suscinta, sua interacdo com PAMPs e
moléculas endogenas leva a expressao de citocinas pro-inflamatérias como produto final, além
de contribuir no processo de apresentacdo de antigenos (LEE; IWASAKI, 2007). Estudos
recentes destacam que a ativagdo do TLR4 em células microgliais est4 estritamente envolvido
com a ativacao da via do NF-kB e das MAPKs (AP-1), produgdo de citocinas (IL-1 B, TNF-a
e IL-6) e, consequentemente, com a neurotoxicidade mediada pela micréglia em diversas
doengas que acometem o SNC (AZAM el al., 2019; BUCHANAN el al., 2010; Ll el al., 2021b;
TENG el al., 2009; ZHOU el al., 2007). O pré-tratamento da micréglia com EPIT reduziu a
expressdao do TLR4 induzida pelo LPS. De forma similar, estudos destacam a capacidade de
outros alcaloides em diminuir a ativagdo desse receptor em células BV2, como a nicotina
(concentragdo inibitoria: 1,6 mM) presente no tabaco (produto obtido da folha de plantas do
gene Nitociana) (L1 el al., 2021a) e a oximatrina (concentracao inibitéria: 20 yg/mL) extraida
da espécie Sophora flavescens (DING el al., 2016).

Prosseguindo os estudos, investigamos se EPIT teria alguma influéncia sobre a
expressdo proteica do TREM2. Estudos in vitro destacam que esse receptor transmembrana,
formado por um Unico dominio da superfamilia de imunoglobulinas, esta envolvido com a
polarizagdo para um perfil anti-inflamatorio, através da estimulagdo na produgao de IL-4 e do
fator de transcricdo STAT6, relacionado a um aumento na producao de genes ligados a geragao
de arginase-1 (A4rg-1), um importante marcador anti-inflamatorio, que age reduzindo os niveis
de NO gerados durante a ativagao microglial (LIU e/ al., 2020). Nas condigdes avaliadas, EPIT
nao se mostrou capaz de reverter a inibi¢ao da expressdao do TREM?2 ocasionada pelo estimulo
inflamatorio do LPS, que ao ativar o TLR4 causa uma reducdo da expressdo desse receptor
(OWENS el al., 2017, SCHMID el al., 2002; TURNBULL el al., 2006; ZHOU el al., 2019).
Dessa forma, constatamos que o alcaloide EPIT possui propriedades farmacologicas capazes
de atenuar a resposta inflamatoria em células microgliais da linhagem BV2 estimuladas por
LPS, porém ndo apresenta efeitos imunomoduladores sobre os marcadores de polarizacdo M2

(IL-10 e TREM2) investigados nesse estudo.
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Buscando desvendar mais um provavel mecanismo de agdo anti-inflamatorio da
EPIT sobre vias de sinalizacdo intracelulares, foi investigado o efeito dessa molécula sobre o
NF-kB e a via das MAPKSs (JNK e ERK 1/2). O fator de transcrigcdo NF- kB ¢ responsavel por
regular diversos processos da resposta imune inata e adaptativa, agindo como um intermediador
da inflamagdo, devido sua capacidade em induzir a producdo de genes pro-inflamatérios (LIU
el al., 2017). Prototipicamente, consiste em uma proteina dimérica, que inclui as subunidades
p50 e p65 ligadas ao inibidor Cinase IkB (complexo IKK) no citoplasma da célula. Apos sua
estimulagdo por citocinas ou PRRs, como o TLR4, seu inibidor (IxB) ¢ fosforilado e degradado
via proteassoma, deixando livre o dimero (p50 e p65) para translocagdo com destino ao nucleo
da célula, onde assim pode iniciar o processo de transcri¢cdo de genes pro-inflamatorios, através
da liga¢dao da subunidade p65 com sequéncias alvo de DNA, visto que a subunidade p50 ndo
possui atividade transcricional (ALBENSI, 2019; CHEN; GREENE, 2004; DORRINGTON;
FRASER, 2019; SEN; SMALE, 2010).

Constatamos no presente estudo, que EPIT inibiu parcialmente o processo de
fosforilacdo da subunidade p65 em células microgliais estimuladas com LPS. Esse resultado
corrobora com estudo anterior (ROCHA el al., 2019) desenvolvido no nosso laboratério, onde
esse alcaloide também se mostrou capaz de inibir a migracdo da subunidade p65 para o nucleo
de neutréfilos humanos estimulados por fMLP, potente agente quimiotatico de leucdcitos,
mostrando dessa forma a capacidade dessa molécula em agir sobre a via em questdo, em células
imunes inatas centrais e periféricas, respectivamente. Com isso, podemos atribuir que a
capacidade dessa molécula em inibir a producdo de mediadores pro-inflamatorios (NO, IL-1 f3,
TNF-a e IL-6) e proteinas induzidas durante a inflamacao (iNOS) em células microgliais,
parece estar relacionada em parte, a sua capacidade em agir sobre o fator de transcricao NF-«xB.

A via das MAPKs (ERK1/2, p38 e JNK) assim como o NF-kB também esta
intimamente ligada a regulacdo de diversos processos celulares, dentre eles a resposta
inflamatéria (MOENS; KOSTENKO; SVEINBJORNSSON, 2013). Por tais motivos, apds o
contato com estimulos inflamatdrios primarios como citocinas € produtos microbianos como o
LPS (agindo via TLR4), as proteinas pertencentes a essa familia sofrem processos de
fosforilacdo e ativam fatores de transcri¢ao presentes no citoplasma (NF-kB e AP-1) e no ntcleo,
contribuindo dessa forma para a produg¢dao de mediadores inflamatorios (FENG; LI, 2011;
JAYAKUMAR el al., 2022; KYRIAKIS; AVRUCH, 2012; PEARSON e/ al., 2001), situagdo
presente durante a ativagdo de células microgliais em doengas que atingem o SNC (HARPER;
WILKIE, 2003; KIM; CHOI, 2010).

De forma inédita demonstramos a capacidade de EPIT em inibir o processo de
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fosforilagdo das MAPKSs ao demonstrar agdo sobre ERK1/2 e JNK, constatando que o efeito
anti-inflamatoério dessa molécula também esté associado a inibi¢do da via em questdo. Nenhum
outro estudo anterior havia proposto esse mecanismo de a¢ao molecular para esse alcaloide.
Porém, diversos trabalhos na literatura ja destacam a capacidade de alcaloides em inibir essa
via de sinalizagdo intracelular em células BV2, como a protopina (concentragdo inibitoria: 5 —
20 M) obtida de Corydalis yanhusuo (ALAM el al., 2019) e a Isotalatizidina (concentragdo
inibitoria: 25 PM) proveniente da espécie Aconitum carmichaelii Debx (SHAO el al., 2020),
ambas presentes na medicina chinesa. Colocando assim, tal classe em forte evidéncia como
potenciais inibidores do processo inflamatorio desencadeado pelas MAPKSs.

Os resultados obtidos demonstram que a via TLR4-NF-kB/MAPKSs possui papel
importante no efeito anti-inflamatério do alcaloide imidazolico EPIT em células microgliais,
um efeito expresso pela reducdo significativa na producdo de citocinas pro-inflamatorios (IL-1
B, IL-6, TNF-a), além da redu¢ao de 6xido nitrico/nitrito, est ratificada pela reducao na

expressao de iNOS.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho com o alcaloide imidazolico
epiisopiloturina (EPIT) de P. mycrophyllus demonstraram que:

e EPIT possui alta probabilidade em ultrapassar a BHE determinada através de

estudo de predicdo farmacocinética;

e O pré-tratamento de células microglias com esse alcaloide foi capaz de reduzir

a producéo de mediadores pré-inflamatorios (NO, IL-1 B, IL-6, TNF-a), mas nao

se mostrou habil em estimular a producdo de mediadores anti-inflamatérios (IL-

10), e esses efeitos ndo estdo associados a uma citotoxicidade;

e O efeito anti-inflamatério apresentado por EPIT estd relacionado a um

mecanismo de acdo molecular dependente da via TLR4-MAPKs/NF-kB-iNOS.

O presente estudo, mostrou de maneira inédita, o efeito anti-inflamatdrio promissor
do alcaloide epiisopiloturina em células imunes do SNC, através de sua acao sobre a microglia
(linhagem BV2) em estado inflamatério induzido pelo LPS. Ademais, a investigagdo das
propriedades anti-inflamatérias dessa molécula deve ser aprofundada, através da verticalizagao
de estudos que busquem entender melhor os mecanismos moleculares envolvidos no seu feito
farmacologico em outras células do SNC, como os astrocitos e neurdnios. O potencial de EPIT
em modelos in vivo que envolvam neuroinflamacdo e neurodegeneracdo também deve ser
imprescindivelmente estudado. Uma melhor investigagdo de suas propriedades
imunomoduladoras também deve ser realizada através da andlise de novos parametros em
estudos in vitro aliado a modelos de experimentagcdo animal, agregando dessa forma, mais
evidéncias a esse produto regional com enorme potencial e aplicabilidade para a satide no

campo das doengas que acometem o sistema nervoso central.
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