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RESUMO

LOBOFORENOS INEDITOS OBTIDOS DA ALGA PARDA Lobophora variegata COM
ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS TUMORAIS E MODULADORA DA
RESPOSTA INFLAMATORIA DE MACROFAGOS

Aluna: Kayanny Queiroz Ferreira. Orientador: Prof. Diego Veras Wilke. Dissertacao de
mestrado do Programa de P6s-graduacédo em Farmacologia da UFC defendida em 2018.

A macroalga Lobophora variegata € rica em &cidos graxos 6mega-3, célcio, foésforo e
vitamina C, sendo uma espécie detentora de substancias com efeitos antioxidante, antitumoral
e anti-inflamatdrio. A inflamacdo é uma resposta fundamentalmente protetora do hospedeiro
em resposta a uma infeccdo ou agressao. Porém, a inflamacao prolongada esta associada a
uma diversidade de doencas progressivas como distirbios metabdlicos, doencas
neurodegenerativas, doencas cardiovasculares e cancer. Novas substancias com potencial anti-
inflamatério sdo de grande relevancia clinica, visto que, a abordagem tradicional para o
tratamento da inflamacéo crénica é de alto custo e gera efeitos colaterais que diminuem a
qualidade de vida dos pacientes. Adicionalmente, a associacdo de antineoplasicos com
compostos citotdxicos de poténcia modesta e efeito anti-inflamatério, como o acido graxo
omega 3, melhoram a resposta antitumoral ao passo que reduzem alguns dos efeitos
colaterais. O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade e modulacdo da ativacdo de
macrofagos estimulados com lipopolissacarideo bacteriano por substancias extraidas da L.
variegata, utilizando modelos in vitro. A citotoxicidade dos compostos extraidos em solvente
hexéanico, acetato e etanolico foi avaliada contra células de adenocarcinoma de coélon
(linhagem HCT 116), sendo o extrato hexanico o mais potente apresentando valor da
concentracdo inibitoria média (Clso) de 5,4 pg/mL. Através de fracionamento quimico guiado
pela citotoxicidade, foram isolados 11 compostos do extrato hexanico, sendo 2 epdxidos
henecosanoicos poliinsaturados inéditos, 1 e 2. As estruturas dos loboforenos compartilhnam
semelhancas com &cidos graxos poliinsaturados como émega-3 e -6 e acido araquiddnico. Os
lobophorenos foram moderadamente citotoxicos contra HCT 116 apresentando valor da
concentracdo inibitéria media (Clso) de 8,6 UM e 8,1 uM, respectivamente. O potencial anti-
inflamatorio foi investigado em linhagem de macréfagos (RAW264.7). Os macrofagos,
foram pré-tratados com 1 e 2, nas concentracGes de 3,5 e 35 UM por 1h e, em seguida
estimulados com LPS. O ensaio de Griess foi realizado para dosar indiretamente o 6xido
nitrico (NO); ELISA para dosar a producdo de citocinas, além da deteccdo do fator de
transcricdo NF-xB por imunoblot. Os compostos 1 e 2 nas concentracdes de 35uM inibiram
totalmente a producdo de nitrito e IL-6, ja ambas as concentragcfes inibiram 50% de IL-1B e
acima de 80% a produgdo de TNF-o. Houve a inibicdo total de IL-10, citocina anti-
inflamatoria, na concentracdo de 35 UM pelo composto 1 e mais de 80% no composto 2,
sendo que nas concentragdes de 3,5 pM néo houve inibigdo. Ambos 0os compostos, inibiram a
expressdo de NF-kB nas concentracdes de 3,5 e 35 UM e apresentaram atividade antioxidante
em 35 uM. Desta forma, no presente trabalho foram identificadas 2 loboforenos inéditos
isolados da alga L. variegata com citotoxicidade de poténcia moderada e efeito modulador da
ativacdo de macrdfagos in vitro.

Palavras chave: Lobophora variegata, Produtos naturais marinhos, citotoxicidade,
modulacédo da ativacdo de macrdfagos, antioxidante.



ABSTRACT

LOBOPHORENES UNEDITED OBTAINED FROM BROWN SEAWEED Lobophora
variegata WITH CYTOTOXIC ACTIVITY IN TUMOR CELLS AND MODULATOR OF
INFLAMMATORY RESPONSE OF MACROPHAGOS

Student: Kayanny Queiroz Ferreira. Advisor: Prof. Diego Veras Wilke. Master’s Thesis
of the Pharmacology Postgraduate Program of UFC defended in 2018.

The Lobophora variegata macroalgae is rich in omega-3 fatty acids, calcium, phosphorus and
vitamin C, being a species that has antioxidant, antitumor and anti-inflammatory effects.
Inflammation is a fundamentally protective response of the host in response to an infection or
aggression. However, prolonged inflammation is associated with a variety of progressive
diseases such as metabolic disorders, neurodegenerative diseases, cardiovascular diseases and
cancer. New substances with anti-inflammatory potential are of great clinical relevance, since
the traditional approach to the treatment of chronic inflammation is costly and generates side
effects that decrease patients' quality of life. Additionally, the association of antineoplastics
with modest potency cytotoxic compounds and anti-inflammatory effect, such as omega 3
fatty acid, improves the antitumor response while reducing some of the side effects. The
objective of this study was to evaluate the cytotoxicity and modulation of the activation of
macrophages stimulated with bacterial lipopolysaccharide by substances extracted from L.
variegata using in vitro models. The cytotoxicity of compounds extracted in hexanic, acetate
and ethanolico solvent was evaluated against colon adenocarcinoma cells (HCT 116 strain),
the most potent hexanic extract having an average inhibitory concentration (IC50) value of
5.4 ug / mL. Eleven compounds of the hexanic extract were isolated, with 2 unpublished
polyunsaturated henoecosanic epoxides, 1 and 2. The structures of the lobophorenes share
similarities with polyunsaturated fatty acids such as omega-3 and -6 and arachidonic acid.
Lobophorenes were moderately cytotoxic against HCT 116 with a mean inhibitory
concentration (IC 50) of 8.6 uM and 8.1 uM, respectively. The anti-inflammatory potential
was investigated in macrophage lineage (RAW264.7). Macrophages were pretreated with 1
and 2 at concentrations of 3.5 and 35 uM for 1h and then stimulated with LPS. The Griess
assay was performed to indirectly dose nitric oxide (NO); ELISA to measure the production
of cytokines in addition to the detection of the transcription factor NF-xB by immunaoblot.
Compounds 1 and 2 at concentrations of 35 uM completely inhibited the production of nitrite
and IL-6, since both concentrations inhibited 50% IL-1B and above 80% TNF-a production.
There was total inhibition of IL-10, anti-inflammatory cytokine, at 35 M concentration by
compound 1 and more than 80% in compound 2, and at concentrations of 3.5 uM there was
no inhibition. Both compounds inhibited NF-kB expression at concentrations of 3.5 and 35
uM and showed antioxidant activity at 35 uM. Thus, in the present work, 2 unpublished
loboforenes isolated from the L. variegata alga were identified with moderate potency
cytotoxicity and macrophages activation modulating effect in vitro.

Key words: Lobophora variegata, Marine natural products, cytotoxicity, macrophage
activation modulation, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais Marinhos

O estudo dos produtos naturais marinhos teve inicio na década de 50 com o
isolamento dos compostos bioativos espongouridina e espongotimidina, obtidos da esponja
Cryptotethya crypta que serviram de andlogos sintéticos, para o desenvolvimento da adenina-
arabinosideo (ara-A) e da citosina-arabinosideo (ara-C) aprovados para uso clinico como
antiviral e quimioterapico respectivamente (BERGMANN; FEENEY, 1951). No entanto,
apenas apos a descoberta de grandes quantidades de prostaglandinas no octocoral Plexaura
homomalla, o interesse e o investimento da industrias farmacéutica em laboratérios de
pesquisa de produtos naturais na busca de novos farmacos de origem marinha cresceu
consideravelmente (BAYER; WEINHEIMER, 1974; GERHART, 1986).

Os organismos terrestres ainda correspondem a maior fonte de compostos
potencialmente importantes. Contudo, isso se deve ao inicio recente da exploragdo do mundo
marinho que é a maior fronteira a ser desvendada. Considerando que a biota marinha foi por
muito tempo evitada, somente nas Ultimas décadas, este ecossistema foi reconhecido como
fonte de produtos naturais com potencial terapéutico, ja que ocupa cerca de 70% da superficie
do planeta e que a mesma abriga uma extensa variedade de grupos de organismos Vvivos
(COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Blunt e colaboradores (2013) trazem uma visdo taxondmica geral do ambiente
marinho ao descrever sua expressiva biodiversidade relativo aos altos niveis taxonémicos: a
partir de 76 filos descrito para Eukariota, cerca de sessenta pode ser encontrada nas zonas
marinhas, entretanto quarenta desses filos estdo em ambientes terrestres ou de agua doce.

Tapilatu e colaboradores (2015) destacou a importancia de ampliarmos o
conhecimento sobre a biota marinha, no dmbito de investigacdo regional e internacional,
através de solidas colaboragfes, pois € necessaria uma grande infraestrutura de equipamentos
e recursos humanos para concretiza-lo.

Considerando sua extensdo e que a fauna marinha brasileira € praticamente
inexplorada, e ainda, que os organismos marinhos séo fontes promissoras de metabolitos
potencialmente importantes do ponto de vista bioldgico, a costa brasileira representa uma

incontestavel fonte de substancias ativas a serem exploradas (COSTA-LOTUFO et al., 2009).
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111 Alga

O termo “alga” foi proposto oficialmente como uma categoria taxondmica por
Linnaeus (1753), no classico Species plantarum, dessa forma € um termo usado para
denominar uma enorme variedade de organismos. Apresentado no plural, Algae, o termo
nomeia uma das 4 ordens de criptdgamos e inclui 14 géneros e 214 espécies, representados
por liquens, hepaticas e macroalgas. Assim, entendemos por algas os talofitos e protistas
clorofilados, alguns muito simples morfologicamente, os unicelulares, outros com gigantescas
formas, habitantes dos mares frios, 0s vareques, que ja apresentam talos multicelulares com
formacédo de tecidos (inclusive vasos condutores) e elaborada divisdo de trabalho (PERASSO
et al., 1989).

Ao contrario do que acontece com 0S organismos terrestres, 0S organismos
marinhos precisam adaptar-se a condigfes ambientais de extrema agressividade, como altas
pressdes, altas concentragbes de sal, baixos niveis de nutrientes, baixas temperaturas,
limitacdo de luz e baixo teor de oxigénio. Para se adaptarem a estas condi¢cOes, e assim
garantir sua sobrevivéncia, os organismos marinhos tém desenvolvido caracteristicas Unicas
que os diferem dos organismos terrestres, tais como: metabolismo, comportamento,
transferéncia de informacéo e estratégias de adaptacdo (HU et al., 2011). Estas peculiaridades
sdo, sem duvidas, as principais responsaveis pela extraordinaria diversidade quimica de seu
metabolismo secundario.

O género Lobophora, inclui algas marrons da ordem das Dictyotales de ampla
distribuicdo sendo 22 espécies presentes em mares tropicais e subtropicais (SCHULTZ et al.,
2015). A familia Dictyotaceae possui uma variedade de moléculas com potencial
farmacoldgico, predominantemente da classe dos diterpenos (BLUNT et al., 2013;
MASCHEK; BAKER; AMSLER, 2008; VIEIRA et al., 2015).

A espécie Lobophora variegata esta distribuida em mares de climas tropicais e
subtropicais, geralmente é encontrada na maré baixa até uma profundidade de 36 m
(WOMERSLEY, 1987). Possui thallus marrom amarelado, com ereto Unico para laminas
tufadas 1,0-6,0 cm de comprimento, 2,0-7,0 cm de largura e 95-145 mm de espessura
(SCHULTZ et al., 2015).

As comunidades dessa alga sofrem niveis notavelmente baixos de infeccédo
microbiana, o grupo do professor Willian Fenical (2003) demostrou que a alga marinha

Lobophora variegata usa estratégias de defesa quimica antimicrobiana direcionadas e que
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metabdlitos secundarios importantes nas interacdes ecoldgicas entre 0s microorganismos
marinhos séo fontes promissoras de novos compostos bioativos.

A extracdo aquosa e com solventes organicos dessa alga levou a descoberta de
fortes efeitos antiprotozodrios (CANTILLO-CIAU et al., 2010), anti-inflamatorio
(SIQUEIRA, RCL et al. 2011), antibacterianos (SOUSA, 2017) e antiproliferativo (ROCHA
et al., 2007).

Nas Ultimas décadas, cada vez mais, 0 homem tem langcado méao das estruturas dos
compostos biossintetizados pelos seres vivos para a producdo de novos compostos de
interesse terapéutico, quer seja usando, modificando ou copiando. Moléculas com potencial
anti-infecciosos e anticancer estdo em desenvolvimento clinico e totalizam aproximadamente
100 novas substancias (HARVEY, 2008).

Metade das moléculas aprovadas até 2014 pela agéncia reguladora de drogas e
alimentos (FDA, do inglés Food and Drug Administration) para o tratamento do cancer sdo
provenientes de produtos naturais. Newman e Cragg, (2016) destacam que 13 novos farmacos
relacionados a produtos naturais foram aprovados apenas entre os anos 2005 e 2007, sendo
que cinco representam novas classes de farmacos, incluindo o ziconotideo (Prialt®) um
derivado de veneno de molusco marinho usado no tratamento da dor cronica (POPE; DEER,
2013) e a trabectedina (Yondelis®) substancia derivada de uma ascidia usada no tratamento
do cancer. (TEPLINSKY; HERZOG, 2017)

A abordagem quimica de produtos naturais marinhos com o objetivo de descobrir
metabdlitos bioativos deve ser continuada para, assim, melhorar e enriquecer os dados da
literatura em relacdo aos metabdlitos produzidos por organismos marinhos (LA CLAIR,;
FENICAL; COSTA-LOTUFO, 2016). Uma analise envolvendo indicagfes médica tem
demonstrado que os produtos naturais, incluindo as drogas desenvolvidas tendo produtos
naturais como modelos, sdo usadas para tratar 87% de todas as categorias de doencas
humanas, incluindo entre outros, agentes antibacterianos, anticancer, anticoagulantes,
antiparasitarios e anti-inflamatérios (CRAGG; NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG,
2016).
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1.2  Inflamacgéo

Inflamagdo € uma resposta fundamentalmente protetora do hospedeiro em
resposta a uma infeccdo ou agressdo. Suas principais caracteristicas ocorrem como resultado
da producdo de mediadores inflamatorios que ocasionam o aumento do fluxo sanguineo, da
permeabilidade vascular e do movimento de leucdcitos da corrente sanguinea para o tecido
circundante (diapedese) (LEWIS, 1980). Tudo isso permite que moléculas, como citocinas,
anticorpos e mediadores inflamatorios, atravessem a parede dos vasos e migrem para o tecido
causando os sinais cardinais da inflamacdo que sdo dor, vermelhiddo, inchago, calor,
descobertos por Cornelius Celsus e a perda de funcéo incorporada por Rudolf Virchow em
1858 (LUSTER; ALON; VON ANDRIAN, 2005; NOURSHARGH; ALON, 2014).

Os mediadores inflamatérios podem amplificar o sinal inflamatorio inicial por
todo o corpo através da ativacdo sistémica dos processos imunoldgicos. Contudo, a resposta
inflamatdéria possui mecanismos de retroalimentacdo negativa para minimizar danos
excessivos ao tecido (ABBAS et al., 2015; MEDZHITOV, 2010).

A inflamacdo pode ser classificada como aguda ou cronica. Em ambas, as cascatas
de eventos bioquimicos podem se intensificar além do necessario. Em regra, a inflamacéo
aguda termina em um periodo de horas ou dias, e 0 prolongamento desses eventos por meses
ou anos caracterizam a inflamacdo crdnica responsavel por doencas degenerativas graves
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2017; SHASTRI; BONIFATI; KISHORE, 2013).

A perda dos processos regulatorios por retroalimentacdo ou a superproducdo de
mediadores inflamatdrios causam o aumento descontrolado da inflamacgdo resultando em
lesbes irreversiveis aos tecidos do hospedeiro. A inflamacdo crbnica é um fator primario
envolvido em multiplas doencas. Além disso, pacientes que possuem alguma doenca
inflamatdria cronica estdo mais susceptiveis a manifestarem outros tipos de condicdo
inflamatéria (EL-GABALAWY; GUENTHER; BERNSTEIN, 2010; GLOBAL POLICY
AND INTERNATIONAL PUBLIC AFFAIRS, 2017).

A inflamacg&o cronica esta associada a uma diversidade de doengas progressivas
ndo transmissiveis como obesidade, distdrbios metabolicos, doencgas cardiovasculares e
cancer, sendo a principal causa de morte e incapacidade em todo o mundo. O cancer
representa a segunda causa de Obitos, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2011; OLEFSKY; GLASS, 2010; ROSS, 1999;
WHO, 2014).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2018) cancer € um termo
genérico para um conjunto de mais de 100 doencas, que apesar da diversidade de tipos elas
tém em comum o crescimento descontrolado, surgimento e espalhamento de células anormais
pelo corpo. A Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer estimou que, no ano 2030,
podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2012). O cancer colorretal é a terceira doenca maligna mais
incidente em homens e a segunda em mulheres. Tendo a perspectiva de mais de um milhédo de
novos casos por ano (TEBALA et al., 2018).

Em alguns tipos de cancer, a presenca de condicdes inflamatorias favorecem o
surgimento de alteragdes malignas. Contudo, por outro lado, em outros tipos de cancer, uma
alteragdo oncogénica pode induzir a formacdo de um microambiente inflamatério que
viabiliza o desenvolvimento de tumores. Independentemente da sua origem, a inflamacao
prolongada no microambiente tumoral tem muitos efeitos promotores de tumores. Ela auxilia
na proliferacdo e sobrevivéncia de células malignas, promove a angiogénese e a metastase,
subverte as respostas imunoldgicas adaptativas e altera as respostas a horménios e agentes
quimioterapicos. Os caminhos moleculares da inflamacéo relacionada ao cancer e uma area
em constante avanco que prevé a melhora na qualidade de vida dos pacientes que fazem uso
de substancias que atuem em ambas as situacoes.

O investimento em novas formas de prevengdo e tratamento impactam
diretamente no desenvolvimento global. Nugent e colaboradores (2018) apresentam um plano
de acdo que prevé a reducdo da mortalidade prematura causado por doengas ndo
transmissiveis em um terco até 2030. Além, da reducdo de impostos sobre os medicamentos e
do controle a fatores de risco a busca por substancias que apresentam efeito sobre mais de
uma condicdo inflamatéria é de imensa relevancia clinica.

Kunnumakkara et al. (2018) reuniu substancias derivadas de especiarias que
possuem propriedades eficazes para o tratamento da inflamacdo cronica e do cancer. Os
compostos derivados de especiarias podem interagir com maultiplos alvos tratando ou

prevenindo diversas doengas simultaneamente.

1.2.1  Vias de sinalizacdo inflamatoria

O fator de transcricdo nuclear-xB (NF-kB, do inglés Nuclear Factor- kappaB) é

uma proteina que regulam a expressao de produtos génicos inflamatorios e sua ativacédo leva a
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proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo, angiogénese e metédstase de células cancerigenas
(TANIGUCHI; KARIN, 2018). Dessa forma substancias que inative vias inflamatdrias e
atuem na prevencdo e terapia do cancer influenciam muitas vezes no funcionamento das vias
onde esse fator esta envolvido e por isso a sua investigacdo € de grande relevancia
farmacologica (PLUMMER et al., 2016).

O NF-xkB compde uma familia de fatores de transcri¢cdo, sendo um importante
mediador da inflamacéo, pois regula grandes matrizes de genes que codificam a expressao de
mediadores inflamatorios como ciclo-oxigenasses (COX), oxido nitrico sintase induzivel
(iNOS, do inglés inducible Nitric Oxide Synthase), Fosfolipase A2 citosélica (cPLA2, do
inglés Cytosolic Phospholipase A2), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés Tumor
Necrosis Factor-a) e interleucinas (IL). Em condi¢des normais, o NF-kB ¢ encontrado
inibido no citosol celular pela subunidade inibitéria do NF-xB (IkB) que impede sua
translocacdo para o ntcleo (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Apobs a ativacdo por estimulos inflamatorios, o IkB sofre fosforilagdo por quinases
e entdo é degrada por proteassomos permitindo que as subunidades, como por exemplo, p50 e
p65 migrem para o nicleo e se ligam a regido promotora de varios genes envolvidos na
inflamacdo e outras doencas cronicas. Na inflamacdo crénica a subunidade p65 do NF-«xB é a
mais envolvida na producdo de genes pré-inflamatorios. A auséncia dessa subunidade causa
fragilidade na resposta imune e deixa o individuo mais susceptivel a doencas infecciosas
severas (KARIN; BEN-NERIAH, 2000; VAKRAKOU et al., 2018).

A producédo das enzimas ciclooxigenase do tipo 2 e da fosfolipase A2 citosélica
via ativacdo de NF-«kB ocasiona uma maior sintese de eicosanoides derivados de fosfolipidios
de membrana como o acido araquiddénico (AA). A maioria dos eicosanoides pro-inflamatérios
sdo derivados do AA. O &cido araquiddnico por sua vez € um composto lipidico derivado da
oxidacdo do acido linoleico (6mega-6), ele é liberado da membrana celular por fosfolipases,
principalmente, a fosfolipase A2 (PLA2, do inglés Phospholipase A2), quando a célula sofre
algum tipo de agressao ou estresse, como a invasdo por um patégeno (INNES; CALDER,
2018).

Em sua forma livre o AA serve posteriormente de substrato para COX ou lipo-
oxigenase (LOX). A COX-1 e a COX-2 ativam cascatas de producdo de prostaglandinas
(PGs) e tromboxanos (TXs) que participam de diversas acfes metabdlicas, processos

fisiologicos e patologicos, vasodilatagdo ou vasoconstri¢do; hiperalgesia; contracdo ou
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relaxamento da musculatura bronquica e uterina; hipotensdo e participam ativamente de
outras condicOes da inflamacdo (KLAFKE K., 2015).

O TNF-a é uma citocina secretada por células do sistema imune inclusive por
macrofagos em resposta ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS), que pode agir de maneira
autocrina mediando os efeitos induzidos pelo LPS na via do NF-kB. Desempenhando funcdes
importantes tanto na hiperalgesia inflamatdria quanto em neuropatica. Ele ativa a cascata de
coagulagdo, estimula a PGE2 e a expressao de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1p, IL-6
e IL-8 (CHOI et al., 1996).

Assim como o TNF-a, a IL-1B é muito predominante na cascata inflamatoria
sistémica atraves da ativacdo da COX-2. Também esta presente em macrofago ativado por
LPS. Ela facilita o recrutamento de mondcitos por induzir a secrecdo de quimiocinas
(DINARELLO, 1996). Outra interleucina envolvida na inflamac&o periférica e sistémica ¢ a
IL-6 que esta envolvida no mecanismo da febre e na sensibilizacdo de nociceptores. Participa
da neurogénese e é produzida por células como neurdnios, astrocitos e microglia durante uma
injaria. Além disso, é possivel encontrar grandes quantidades de IL-6 em macréfagos ativados
com LPS (ERTA; QUINTANA; HIDALGO, 2012).

Ja a IL-10 é uma citocina anti-inflamatdéria que age como um modulador
enddgeno da inflamacdo em varios tecidos e 6rgdos e em diferentes contextos fisioldgicos e
patoldgicos. Consegue inibir a producéo de IL-1 e de IL-6 expressas em macrofagos ativados.
Na inflamacdo, a IL-10 ativa mecanismo de feedback negativo que iniciam entre 24 a 48
horas depois do estimulo agressivo. Além de inibir as citocinas pré-inflamatorias, ela também
é responsavel por inibe a producdo de éxido nitrico. Dessa forma a inibicdo de IL-10 pode
causar imunossupressdo e dificultar a recuperacdo de pacientes que sofrem com alguma
condicdo inflamatéria (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000).

O 6xido nitrico (NO, do inglés Nitric Oxide) é um gas lipossoluvel e permeavel
em membranas que possui elétron ndo pareado, tipo radical livre. Atua na regulacdo de
diversas funcdes biogquimicas e fisiologicas, tais como, homeostase dos vasos sanguineos,
transmissao neuronal e resposta do hospedeiro a infeccdo (LUIKING; ENGELEN; DEUTZ,
2010). Este radical é produzido a partir da L-arginina, por uma reacdo mediada pelas enzimas
oxido nitrico sintase constitutiva e induzivel. A superproducdo de 6xido nitrico é observado
na sepse, distdrbios neurodegenerativos, inflamagdo e cancer de colon (HOBBS; HIGGS;
MONCADA, 1999; SHASTRI; BONIFATI; KISHORE, 2013).
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1.2.2  Macrdéfagos

O inicio do processo imunoldgico de eliminacdo de patdgenos, de toxinas e reparo
de tecido envolve uma cadeia de eventos ordenados, que regulam moléculas de adesdo na
superficie do endotélio e recrutam granuldcitos, mondcitos, macrofagos e posteriormente
linfocitos. As células do sistema imunoldgico inato possuem em sua membrana Receptores de
Reconhecimentos de Padrdo (PRRs, do inglés Pattern Recgonition Receptors), que
identificam componentes microbianos presentes em varios microrganismos. Estas moléculas,
essenciais para a sobrevivéncia dos microrganismos, sdo amplamente conhecidos como
PadrGes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs, do inglés, Pathogen Associated
Molecular Patterns) (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

A endotoxina, ou LPS, é um PAMP presente na parede celular de bactérias
Gram-negativas, reconhecido por Receptores semelhantes ao Toll (TLR, do inglés Toll-like
Receptor) tipo 4 (TLR-4) (HOSHINO et al.,, 1999; PARK et al., 2009) Os TLRs sao
glicoproteinas presentes na membrana plasmatica ou no citoplasma de células imunes. Ja
foram descritos até 0 momento, 10 sub-familias de TLRs em humanos e 13 em camundongos
que reconhecem uma variedade de PAMPs (SHI et al., 2011; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A
resposta ao LPS é comumente investigada na busca por drogas com potencial anti-
inflamatdrio visto que o LPS é uma potente endotoxina bacteriana, podendo estar presente
tanto na inflamacgéo aguda quanto na cronica (ROSSOL et al., 2011).

O LPS modula a expresséo de milhares de genes, principalmente os envolvidos na
inflamagdo. Os eicosanoides pro-inflamatérios induzidos por LPS sdo substancias chaves na
regulacdo dos processos inflamatérios infecciosos. Contudo, a producdo persistente de
mediadores inflamatdrios € uma das maiores causas de doencas inflamatorias (LEE; BAE;
SONG, 2012; OLIVEIRA, 2013; WALL et al., 2010).

Os macréfagos sdo células de defesa, podendo ser derivadas dos mondcitos, que
por sua vez é um tipo de leucécito produzido na medula Ossea, através da diferenciacdo de
células-tronco. Os mondcitos circulam na corrente sanguinea vigiando o corpo de qualquer
possivel invasdo, ao migrarem para o tecido diferenciam-se em macréfagos. Os macrofagos
possuem uma variedade de PRRs principalmente da familia TLR. A ativacdo do macréfago
desencadeia a producdo de inimeros mediadores inflamatorios e o recrutamento de outras
células envolvidas na defesa do organismo (MANTOVANI; SICA; LOCATI, 2005; SHENG;
RUEDL; KARJALAINEN, 2015).
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O macréfago possui diversidade e plasticidade que permitem os macrofagos
serem ativados por duas principais vias, a via classica que ativa o macréfago em tipo M1 pro-
inflamatdrio e a via alternativa que ativa macréfagos em tipo M2 anti-inflamatério. O perfil
de ativacdo pode ser simulado in vitro para simular a ativacdo causada em patologias como a
inflamacdo cronica e o cancer (MANTOVANI; ALLAVENA, 2015; SICA; MANTOVANI,
2012).

A linhagem celular RAW264.7 é um tipo de macrofagos transformado a partir da
ascite induzida por tumor formado apos injecdo do virus da leucemia murina de Abelson em
camundongo, Mus musculus (linhagem BALB/c) altamente responsivos a estimulos
inflamatorios. E excelente para investigar drogas anti-inflamatorias in vitro e avaliar
inibidores de vias de sinalizacdo que levam a inducdo de citocinas pro-inflamatérias
(BONNARDEL; GUILLIAMS, 2018).

O macrofago ativado por LPS produz mediadores inflamatérios como, citocinas,
TNF-a, interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8), eicosanoides; O0xido nitrico; e outros que participam
do desenvolvimento de diversas doencas cronicas (CUNHA et al.,, 2017). Dessa forma,
substancias que inibam a ativacdo do macréfago por LPS sdo ditas anti-inflamatorias por
reduzirem a producdo e liberacdo de mediadores inflamatérios (OZANNE; PRESCOTT;
CLARK, 2015).

Saqib e colaboradores (2018) reuniram diversos trabalhos com compostos naturais
que sdo capazes de modular a ativacdo de macréfagos para o fenotipo inflamatério M1 ou
anti-inflamatério M2, e essa caracteristica se da por uma variedade de vias. Sendo a busca por
novas moléculas terapéuticas com propriedades anti-inflamatdrias de significativa

importancia farmacoldgica.

1.3 Acidos graxos poli-insaturados (AGPI)

Os é&cidos graxos poli-insaturados (AGPI) contém duas ou mais ligagdes duplas e
sdo classificados com base na localizagdo da ultima dupla ligacdo em relacdo a extremidade
do terminal metil da molécula, as classes mais estudadas sio Omega-6 e Omega-3. O &cido
araquidonico (AA) deriva do Omega-6, é encontrado em carnes, 6leos vegetais e em algumas

sementes oleaginosas. O aumento na ingestdo desse Oleo esta diretamente relacionado ao
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aumento de mediadores inflamatérios e crescente incidéncia de doencas inflamatorias
cronicas (INNES; CALDER, 2018).

O Omega-3, cujo principais representantes sio o &cido eicosapentaenoico (EPA,
do inglés eicosapentaenoic acid) e o 4&cido docosa-hexaendico (DHA, do inglés
docosahexaenoic acid) sdo encontrados em peixes, como atum, salmao e sardinha. O aumento
no consumo de Omega-3 causa diminuicdo na concentracdo do acido araquiddnico nas
células. Isso ocorre pois ha uma competicdo pela enzima desaturase 6, que participa tanto da
cadeia da transformacdo do &cido linoleico em acido araquidénico, como também da cadeia
de transformacdo do &cido linolénico em &cido eicosapentaenoico. Dessa forma a ingestdo de
Omega-3 impedem que se forme as enzimas ciclooxigenases e lipooxigenases diminuindo
consequentemente a formacdo de mediadores inflamatérios como interleucinas pro-
inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio (DELPECH et al., 2015; SETE; FIGUEREDO,
2013; SORGI et al., 2007).

Estudos preventivos constataram que suplementos de Omega-3 diminuem o indice
de inflamacgGes prolongadas. Testes realizados com EPA e DHA em macr6fagos mostraram
diminuicdo da respostas inflamatéria causada pelo LPS assim, comprovando in vitro seu
potencial imunomodulador (ALLAM-NDOUL et al., 2017). Consequentemente a
incorporacdo dos acidos graxos poliisaturados (AGPI) na bicamada lipidica da membrana das
celulas, pode determinar a severidade do processo inflamatério (SERHAN et al., 2000).

O farmaco Lovaza® (ésteres etilicos de acido dmega-3) derivado de &cido graxo
de peixe, € indicado como adjuvante da dieta para reduzir os triglicerideos em pacientes
adultos com hipertrigliceriademia. Sendo, a composicdo de EPA e DHA as principais
responsaveis por seus efeitos benéficos (FDA, 2008).

Estudos indicam que o DHA € capaz de polarizar macréfagos para fenotipo M2
através de vias dependentes de PPAR-y, dessa forma ele pode promover a resolucdo da
inflamacdo crénica (CHANG et al., 2015). Serini e colaboradores (2016) analisaram achados
pré-clinicos que revelaram as vias moleculares utilizadas pelos dmega-3, que Ihe confere
efeitos na polarizacdo dos macréfagos M2 durante a resposta inflamatéria. Mostrando seu
potencial para inibir a inflamacéo e a proliferacdo de células tumorais. Oono e colaboradores
(2017) sugeriram a administragdo de Omega-3 combinado a farmacos antitumorais para

potencializar a eficacia do tratamento e a diminui¢éo dos efeitos colaterais.
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O DHA-paclitaxel € um conjugado formado pela ligacdo covalente do acido graxo
DHA ao paclitaxel e estd em fase 3 de ensaios clinicos. Permite 0 aumento da exposi¢do do
tumor ao paclitaxel sem o aumento da toxicidade. Os esquemas quimioterapicos combinados
podem melhorar a sobrevida em pacientes com adenocarcinoma gastrico e esofagico
avangado (BEDIKIAN et al., 2011; JONES et al., 2008)

Os é&cidos graxos poliisaturados (AGPI) DHA e EPA sdo enzimaticamente
metabolizados em mediadores que iniciam a resolucdo de condicdes inflamatorias, esses
percursores foram descobertos a pouco tempo e seus efeitos tem sido apontado como 0s
responsaveis pelo potencial benéfico desse acidos graxos (SERHAN, 2014). As resolvinas,
protectinas, e maresinas sdo reguladores potentes da infiltracdo de neutréfilos, producdo de
citocinas e quimiocinas e depuracdo de neutréfilos apoptoticos por macrofagos, promovendo
um retorno a homeostase tecidual (DUVALL,; LEVY, 2016).

O EPA é convertido pela 15-Lipoxigenase e 5-Lipoxigenase em resolvinas de
varias series, enquanto que o DHA é convertido pela 5-Lipoxigenase em resolvinas de série
D. O DHA também é convertido a maresinas 1 e 2 e a protectinas, sendo 0 mais potente entre
os tipos de AGPI, ja que essas substancias promovem a resolucdo da resposta inflamatoria.

A adocdo de praticas saudaveis como exercicio fisico e uma alimentacdo
equilibrada aumentam a qualidade de vida dos pacientes com doencas crbnicas e em
tratamento do céncer. Assim, a introducdo de alimentos ricos em dmega-3 protege as células
da superproducdo de citocinas inflamatérias e do estresse oxidativo causados durante o
estimulo inflamatério (DE OLIVEIRA et al., 2017; HABBEL et al., 2009; WERNER et al.,
2017).

Os alimentos funcionais e os nutracéuticos comumente tém sido considerados
sinbnimos, no entanto, os alimentos funcionais devem estar na forma de alimento comum,
serem consumidos como parte da dieta e assim produz beneficios especificos a salde; por
outro lado, os nutracéuticos sdo substancias presentes nos alimentos que apresentam
beneficios a salde, como a prevencdo ou o tratamento de doencas. O Omega-3 ja é
recomendado como nutracéutico em casos de doencas com alguma condi¢do inflamatoria
crénica (GUERTIN et al., 2018; MORAES; COLLA, 2006; WERNER et al., 2017).
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1.4  Relevancia e justificativa

A inflamacdo descontrolada estd associada a uma diversidade de doencas
progressivas como distdrbios metabdlicos, doencas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares e cancer. Embora seja significativo o numero de drogas e farmacos
existentes, a busca por substancias naturais com perfil imunomodulador é de grande
relevancia visto que a abordagem tradicional para tratar doengas cronicas é de alto custo e 0s
farmacos possuem intensos efeitos colaterais que diminuem a qualidade de vida dos pacientes
(COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Dessa forma, novos mecanismos de acdo estdo sendo explorados no
desenvolvimento de medicamentos provenientes de fontes naturais para controlar a
inflamagdo (ZHANG; LIN; YE, 2018). Os estudos nesta area sdo considerados estratégicos
por envolver o conhecimento da biodiversidade num sentido amplo, além de fontes
renovaveis de substancias com importancia biomeédica.

O ambiente marinho possui mais de 80% das espécies animais e vegetais do
mundo, além de ter mais de 150 mil algas encontradas nas zonas entremares e aguas tropicais
dos oceanos sendo, assim, uma importante fonte primaria de produtos naturais (BLUNT et al.,
2017). O Brasil apresenta uma grande extensdo litoranea de aproximadamente 7.408 km e,
apesar de apresentar uma atraente biodiversidade, as informacdes cientificas relatando
substancias isoladas de algas marinhas, bem como a investigacdo da atividade bioldgica sdo
escassas.

O nordeste brasileiro possui rica biodiversidade, o Estado do Ceara, ao longo dos
seus 573 km de litoral correspondendo a 7,8% do pais, e possui um vasta diversidade de algas
marinhas, muito embora, o dominio de seu conhecimento quimico e biol6gico seja ainda
incipiente. Algumas comunidades de pescadores se especializam no cultivo de algas, como
uma fonte de renda extra, na producdo de cosméticos e alimentos. As mulheres sdo as
protagonistas nesse cultivo porém, dependem diretamente da pesquisa cientifica para
descoberta de novas utilizagGes das algas. Por isso a importancia dos estudos com as algas do
litoral cearense pela busca de novas moléculas com interesse quimico e farmacoldgica.

A introducdo de compostos nutracéuticos na dieta, durante o tratamento, protege
as celulas da superproducdo de citocinas inflamatorias e do estresse oxidativo causados
durante o estimulo inflamatorio. Sabemos que a macroalga Lobophora variegata é uma rica

fonte de acidos graxos émega-3, calcio, fésforo e vitamina C, sendo assim, uma espécie
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promissora para a investigacdo de possiveis substdncias com potencial farmacoldgico
(THENNARASAN; MURUGESAN, 2015).



2

2.1
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Prospectar substancias com potenciais anticancer e anti-inflamatério em modelos

in vitro de citotoxicidade e modulacdo da ativacdo de macrdfagos obtidos da alga parda

Lobophora variegata.

2.2

Objetivos Especificos

Realizar fracionamento quimico guiado pela atividade citotoxica dos
extratos da L. variegata.

Avaliar a citotoxicidade das substancias isoladas de L. variegata atraves de
testes in vitro sobre a linhagem tumoral HCT 116 e de macrofagos
RAW?264.7.

Avaliar a ativacdo classica de macrofagos RAW264.7 tratados com
amostras de L. variegata, em concentracdes nao toxicas, através da dosagem
NO produzido pelos macréfagos.

Avaliar a modulacéo da ativacdo de macroéfagos RAW264.7 desafiados com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) tratados com compostos isolados de L.
variegata em concentracdes ndo toxicas, através da dosagem de mediadores
inflamatorios TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10 produzido pelos macré6fagos.
Avaliar a modulacdo do fator de transcricdo NF-xB relacionado a
inflamagdo por meio do lisado de macrdfagos desafiados com LPS tratados
com compostos isolados de L. variegata.

Avaliar o potencial antioxidante das substancias puras isoladas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento Experimental

Apos coleta e identificagdo dos especimes da alga Lobophora variegata, foram
preparados extratos organicos hexano (EH), acetato de etila (EA) e etanolico (EE) para
obtencdo de compostos de polaridades variadas. Os extratos foram fracionados para
identificacdo e purificacdo dos compostos bioativos. O fracionamento foi bioguiado por
ensaios de avaliagdo de atividade bioldgica in vitro com célula tumoral, para avaliar o
potencial antiproliferativo, e com macrofagos para investigar o potencial imunomodulador.
Os compostos de interesse seguiram para avaliacdo inicial do mecanismo de acao através da
dosagem de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatéria pelo ensaio de ELISA, bem como
a deteccdo do NF-kB através de imunoblot como esquematizado na Figura 1 Com as

substancias puras também foi avaliado o efeito antioxidante através do ensaio DPPH.

Figura 1 - Resumo do planejamento experimental adotado neste trabalho.

A) Coleta e Processamento

Extracdo Purificagio e Identificacio

Praia da Pedra
Rachada

0
L_/ Paracuru-CE Lobophoravariegata
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B) Triagem do potencial farmacolégico
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Fonte: Arquivo pessoal da autora

3.2  Coleta e Identificacéo

Os espécimes da alga utilizada neste trabalho foram coletados durante a maré
baixa na praia da Pedra Rachada (03°23’S; 39°54°0) Figura 2, no municipio de Paracuru e na
praia do Pacheco (03°44'S; 38°39' O), no municipio de Caucaia. Apos a coleta, as amostras
obtidas foram devidamente processadas para remocdo de areia e impurezas. Em seguida
foram secas a temperatura ambiente, trituradas e submetidas a extragbes com solventes
organicos em gradiente de polaridade, sendo utilizados hexano (EH) como solvente mais
apolar, seguido de acetato de etila (EA), de polaridade intermediaria e por fim, etanol (EE),

resultando nos respectivos extratos organicos. A L. variegata foi identificada pelo Dr. Pedro
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Bastos de Macedo Carneiro, responsdvel pelo Herbério de Ficologia do Laboratorio de
Macroalgas, integrante do Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal do Ceara.

Figura 2 - Ponte da praia da pedra rachada, municipio de Paracuru-CE

Fonte Google Earth Dlsponlve em: <https //WWW google. com. br/maps> -

A macroalga marinha foi coletada com auxilio de espatula estéril, foi realizado
uma limpeza superficial e borrifado etanol 70% para a descontaminacéo superficial e lavagem
em &gua do mar previamente esterilizada. As amostras permaneceram resfriadas e seguiram
para o transporte até o laboratdrio e posterior processamento do material. Um espécime foi
depositado no Herbario Professora Francisca Pinheiro sob o nimero HMAR 2997.

3.2.1  Obtencéo de extratos brutos

A preparacdo dos extratos e o isolamento dos constituintes quimicos foram
realizados no Laboratorio de Analise Fitoquimica de Plantas Medicinais do Departamento de
Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara através de colaboragdo com
0 MSc. Féabio Nascimento Avila sob a orientacio da professora, Dra. Otilia Pessoa.

O material, apds seco e triturado foi submetido a extragdes com hexano (2X),

acetato de etila (2X) e etanol (2X) no intervalo de 48 horas para cada extragdo. Os respectivos
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extratos foram filtrados e os solventes removidos através de evaporador rotativo, sob pressao
reduzida a temperatura maxima de 35 °C.

Os extratos fracionados e as substancias purificadas foram diluidos em solvente
Dimetilsulfoxido (DMSO 0,4%, Sigma-Aldrich) para os testes in vitro de avaliacdo da
atividade bioldgica: sendo elas o em células tumorais, para avaliar o potencial anti-

proliferativo, e macrdfagos desafiados com LPS.

3.2.2  Fracionamento cromatografico/ ldentificacdo de compostos

Todo o fracionamento dos extratos brutos foi realizado no Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara sob a coordenacdo da
Profa. Dra. Otilia Pessoa. Os extratos brutos foram submetidos ao fracionamento quimico
direcionado pela atividade bioldgica. Inicialmente, fez-se analises preliminares da natureza
quimica dos componentes dos extratos brutos através de placas de cromatografia de camada
delgada comparativa e revelada com diversos reveladores (UV, H2SO4, dragendorff,
ninidrina, etc). A partir destas analises foi determinada qual a melhor forma de processamento
de cada extrato bruto. Em termos gerais, foram feitas particbes do extrato bruto em outros
solventes organicos (hexano, acetato de etila, etanol) e as particdes obtidas seguiram para
processamento em cromatografia de coluna de Sepahdex LH-20 ou Silica Gel 60. As fracGes
mais purificadas seguiram para separacao por cromatografia de camada delgada preparativa,
em placas de silica, e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se de
colunas preparativas C18. Mais adiante, as amostras tiveram seus espectros de ressonancia
analisados por ressonancia nuclear magnética de prétons (RNM H+), sendo a analise
estrutural auxiliada por espectrometria de massa. Os dados de espectrometria de massa e
RNM obtidos foram utilizados para desrreplicacdo. A desrreplicacdo em banco de dados
possibilita a identificacdo de moléculas ja conhecidas precocemente em extratos e fracGes, o
que acelera a prospeccéo de moléculas inéditas.

O extrato EH, obtido de L. variegata, foi submetido a um fracionamento
cromatografico em gel de silica, utilizando a mistura binaria de hexano e AcOEt, resultando

em sete fracdes de 300,0 mL cada (Tabela 1).
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Tabela 1 - Peso das fracOes obtidas do extrato hexanico da L. variegata (EH).

FracGes Eluente Cddigo Peso da amostra
1 Hexano puro EH-A 0,29
2 Hexano/AcOEt 9:1 EH-B 2,169
3 Hexano/AcOEt 8:2 EH-C 1,28 ¢
4 Hexano/AcOEt 7:3 EH-D 0,15¢g
5 Hexano/AcOEt 6:4 EH-E 0,11¢g
6 Hexano/AcOEt 5:5 EH-F 0,05¢
7 AcOEt puro EH-G 0,029

Legenda: EH=Extrato hexanico, AcOEt= solvente acetato de etila, EH-A a G= fragdes do extrato hexanico.

A fracdo EH-B foi a que teve o maior rendimento e seguiu para um segundo
fracionamento com coluna cromatografica aberta, utilizando a mistura de hexano (970,0 mL)
e AcOEt (130,0 mL) nas seguintes razdes volumétricas: 100:0; 98:2; 96:4; 94:6; 0:100,
resultando em 7 sub-fragcdes BA-BG (Tabela 2).

A sub-fracdo EH-BG foi a que apresentou maior rendimento e seguiu para analise
em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com coluna de fase reversa C-18
(Phenomenex), acetonitrila pura como fase movel e fluxo constante de 3,0 mL/min, em 20
minutos, resultando em dois picos, EH-BG-P1 (76,1 mg; Rt 6,3 min) e EH-BG-P2 (73,1 mg;
Rt 6,75 min). Esses picos apresentaram-se como 6leos amarelos, com 95% de pureza, sendo

posteriormente codificados como 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 2 - Peso das sub-frac¢des de EH-B.

Fracdes Cadigo Peso (mgQ)
1 BA 2,9
2 BB 1,9
3 BC 1,3
4 BD 56,7
5 BE 40,4
6 BF 314,2
7 BG 408,0

Legenda: EH-B= fracdo do extrato hexanico; EH-BA a BG= sub-fra¢des da fracdo B do extrato hexanico.

A pesquisa na base de dados AntiMarin foi feita através da comparagdo das
massas exatas de cada composto presente no cromatograma do LC/MS de cada extrato. A
busca foi realizada com massas obtidas no modo positivo ([M+H]+ ou [M+Na]+) e/ou no
modo negativo ([M-H]-). Essa analise no banco de dados permitiu a identificagdo da estrutura

quimica dos compostos estudados nesse trabalho.

3.3  Linhagens Celulares

As linhagens celulares utilizadas nos experimentos de avaliacdo da atividade
citotoxica estdo listadas na Tabela 3 (pag. 35) com especificacbes quanto a procedéncia e a
concentracdo de plagueamento. O fracionamento quimico dos extratos obtidos foi direcionado
também pela atividade citotoxica in vitro.

Para este estudo, foi utilizada a linhagem celular humana de céncer colorretal
HCT116, com perfil aderente e que apresenta alta responsividade e moderada resisténcia. E
um modelo in vitro muito utilizado para avaliacdo do efeito anti-proliferativo de substancias
com potencial antitumoral. Também foi utilizado a linhagem de macrofago RAW 264.7,
obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro, que foi transformada a partir da ascite induzida
por tumor formado apos inje¢do do virus da leucemia murina de Abelson em camundongo

macho, nivel de biosseguranca 2. S8o células com caracteristicas de crescimento aderente e
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consideradas um modelo in vitro excelente para a prospeccdo de compostos com atividade
tanto inflamat6ria como anti-inflamatéria (FENGYANG et al., 2012; HARTLEY et al.,
2008). As células foram mantidas em nitrogénio liquido (criopreservacdo) em solucdo de
congelamento composta por meio DMEM (Lonza) suplementado com 10% de
Dimetilsulfoxido (DMSO-Sigma) e 90% de soro fetal bovino inativado (SBF, marca GIBCO).

Tabela 3 - Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro.

) ] . o Concentragéo de plagueamento
Linhagem Celular | Tipo Histol6gico Procedéncia ;
(céls/mL)
HCT 116 Carcinoma de colon | BCRJ 3,0x10*
RAW?264.7 Macr6fago murino BCRJ 1,5x 10°

Legenda: BCRJ= Banco de Células do Rio de Janeiro.

3.3.1 Cultivo celular

Para os ensaios in vitro as células foram descongeladas a temperatura de 37°C,
expandidas e cultivadas em frasco plastico para cultura (Sarsted, 25 cm2, volume de 50 mL
ou 75 cm2, volume de 250 mL) utilizando o meio de cultura DMEM suplementado com 10%
de SFB inativado e 1% de antibiéticos (100 U/mL penicillina e 100 pg/mL estreptomicina).

As culturas foram manipuladas em camara de fluxo laminar vertical (ESCO,
modelo Airstream classe I1-B2) e mantidas em estufa incubadora a 37 °C com atmosfera de
5% de CO2 (SANYO, modelo MCO-19AIC). O crescimento das culturas foi acompanhado
diariamente com auxilio de microscopio invertido de contraste de fase (LABOMED, modelo
TCM 400). Apds a formacdo da monocamada de células com confluéncia de 60% a 70%, o
meio DMEM completo das garrafas foi descartado com o auxilio de uma pipeta soroldgica,
sendo os frascos lavados com 3 mL de Tampao fosfato-salino (PBS, do inglés, phosphate
buffered saline) por 2 vezes para evitar que células mortas fossem plaqueadas. Em seguida,
foram adicionados 5ml de DMEM e as celulas que permaneceram nas superficies dos frascos
foram destacadas por meio de raspagem com suporte plastico (SPL Life Science). O meio
contendo as células foi entdo retirado e adicionado em falcon de 15 mL, uma aliquota foi
retirada e contada em camera de Neubauer utilizando solu¢do de Azul de Trypan para avaliar
a viabilidade celular e possibilitar a contagem adequada do namero total de células viaveis.
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As celulas em suspenséo foram diluidas em meio de cultura para serem utilizadas
em experimentos e/ou devolvidas a garrafa para manutencdo da cultura. Quando necessario,
novos vials com HCT116 ou RAW264.7 criopreservadas foram descongelados para iniciar
nova cultura. Todo o residuo produzido (liquido ou sélido) foi inativado com hipoclorito de
sodio (solugdo comercial de 2% de cloro ativo, 1:5 hipoclorito:residuo liquido, quando for o
caso) por 18h a 24h. Apos esse periodo, os residuos foram esterilizados a 121°C por 30 min e

descartados como lixo hospitalar.

3.4  Avaliacdo do efeito citotoxico
341 Ensaiode MTT

Para avaliacdo da inibicdo do crescimento das células, apds o tratamento com as
amostras extraidas da L. variegata, foi utilizado o ensaio colorimétrico MTT. A linhagem
celular de cancer colorretal (HCT 116) foi cultivada como descrito no item 3.3.1 (pag. 35).
Na triagem realizada, as amostras que inibiram a proliferacdo celular acima de 80% na
concentracdo de 50ug/mL foram consideradas promissoras para prosseguir no fracionamento
quimico.

O teste do MTT consiste em uma analise colorimétrica que quantifica
indiretamente as células viaveis, baseada na conversdo do sal 3-(4,5dimetiltiazol-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H tetrazolina bromida (MTT), um composto de cor amarela, a formazan, de
coloracdo purpura, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente nas mitocondrias
ativas das células vivas (MOSMANN, 1983). Este ensaio também foi utilizado para
determinar o valor da inibicdo do crescimento celular (Clsp) a partir de uma curva

concentracéo x efeito para as amostras selecionadas.

3.4.1.1 Procedimento experimental

O ensaio do MTT foi utilizado para rastrear e monitorar a atividade citotoxica dos
extratos brutos da alga L. variegata e alguns compostos puros que estdo melhor representados
em um manuscrito enviado para publicacdo. Para a realizacdo desse ensaio, as células foram
plaqueadas na concentracdo descritas na Tabela 3 (pag. 35) e incubadas overnight em estufa
incubadora a 37 °C com atmosfera de 5% de CO..

As amostras testadas foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO, 0,4%) e testada
quanto a viabilidade da mitocondria em células HCT 116. Para a avaliagdo do percentual de
inibicdo do crescimento foram utilizadas diluigOes seriadas em triplicatas de concentragdes

variando de 0,032 a 50 pg/ml. Em seguida, as células foram incubadas em volume final de
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200 pL permanecendo por 72h em contato com o tratamento, em estufa incubadora a 5% de
CO2a37°C.

Apos o término do tempo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e, em
seguida, 150 pL da solucdo de MTT (Sigma) a 5 mg/mL em meio DMEM foi adicionado a
cada poco da placa, que foi reincubada por mais 3 horas. Apds esse periodo, o0 sobrenadante
foi descartado e o precipitado de cada poco foi ressuspendido em 150 pL de DMSO e agitado
até sua completa dissolugdo, quando pode, entdo, ter as absorbancias lidas em leitor de placa
(Fisher Scientific, modelo Multiskan FC) no comprimento de onda de 595 nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios-
padrdo. Para as amostras testadas em triplicatas, a porcentagem de inibicdo do crescimento
celular foi obtida a partir da média dos valores de absorbancia convertidos em porcentagem,
relativa ao controle. Para as amostras testadas em diluicdes seriadas, também em triplicatas,
um gréafico de absorbancia x concentracdo foi plotado para determinacdo da inibicdo do
crescimento média capaz de provocar 50% do efeito maximo (Clsg) e seus respectivos
intervalos de confianga de 95% (IC 95%) a partir de regressdo ndo-linear no programa

GraphPad Prism (GraphPad Software versdo 6.1).

3.4.2 Ensaio da Sulforodamina B

Para avaliar a crescimento das células apés o tratamento com amostras de L.
variegata foi utilizado o ensaio da Sulforodamina B (SRB). O corante utilizado ¢ uma
aminoxantina de cor rosa brilhante, que possui dois grupos sulfénicos que sdo capazes de
formar um complexo eletrostatico com residuos de aminoacidos bésicos de proteinas em
condicdes ligeiramente &cidas, ligando-se as porcdes terminais dos aminoacidos das células
que foram fixadas com o &cido tricloroacético, sob condicdes basicas, mas pode dissociar
(SKEHAN et al, 1990). E, portanto, diferentemente do MTT, o método independe da
atividade metabdlica celular. Quanto maior o nimero de células viaveis, maior a captacdo do
corante e maior € o valor da absorbancia. (HOUGHTON et al., 2007).

3.4.2.1 Procedimento experimental

Para a realizacdo desse ensaio, as células foram plagueadas na concentracdo
descritas na Tabela 3 (pag. 35) e incubadas overnight em estufa incubadora a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO.. As amostras testadas foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e
testada quanto a viabilidade em células HCT116 e RAW 264.7 (Item 3.3.1; pag. 35). Para a

avaliacdo da proliferacido foram utilizadas dilui¢cdes seriadas em triplicatas de concentragdes
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variando de 0,032 a 50 pg/ml. Em seguida, as células foram incubadas em volume final de
200 pL permanecendo por 24 h ou 72h em contato com o tratamento, em estufa incubadora a
5% de CO2 a 37 °C. No momento em que as células foram tratadas, a placa tempo zero (ndo
tratada) foi fixada com é&cido tricloroacético (TCA) a 10%, e a placa reservada a uma
temperatura de 4 °C.

Ap0s o tempo de incubacdo, 24h e/ou 72h, as células aderidas foram fixadas com
TCA a 10%, sendo entdo guardadas a uma temperatura de 4°C por no minimo 1 hora. Ap6s 0
periodo de fixacdo, as placas foram lavadas 4 vezes com agua destilada e secas até ndo haver
umidade aparente. Em seguida adicionou-se 60 pL da solucdo de SRB a 0,4%, e as placas
foram mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37°C por 30 minutos. Ao término do tempo de
incubacdo, as placas foram lavadas usando 400 pl de &cido acético a 1% por 4 vezes para
remover o excesso de SRB que ndo ficou ligado aos aminoacidos celulares. Ja as paredes dos
pocos foram limpas cuidadosamente para remover qualquer excesso de SRB que possa falsear
o teste.

Para realizacdo da leitura das placas, 0 SRB que estava ligado aos aminoécidos
fixados, foi solubilizado em 200 pL de tampé&o Tris base 10 mM a 4°C, e homogeneizadas em
mesa agitadora (shaker) por pelo menos 10 minutos, em temperatura ambiente. As
absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro de placa (Fisher Scientific, modelo Multiskan

FC) no comprimento de onda 570 nm.

3.4.2.2 Determinacao de Proliferacdo Celular

Os valores de absorbancia foram normalizados em excel para X=log[X] e em
seguida os graficos de absorbancia x concentracdo foram plotados para determinar em que
concentragbes a amostra foi citotoxica ou citostatica, com seus respectivos intervalos de
confianca de 95% (IC 95%) a partir de regressdo nao-linear no programa GraphPad Prism
(GraphPad Software versao 5.1).

As equacdes a seguir sdo utilizadas para a normalizar os valores de absorbancia
obtidos. Essa etapa é feita no excel:

Se T>T0 e < CN — efeito citostatico

Férmula: % proliferacéo celular = 100 x (T-T0)/(CN-TO)

Se T< TO — efeito citocida

Férmula: % proliferacéo celular = 100 x (T-TO)/TO
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onde T: Absorbéncia das células tratadas
TO: Absorbancia das células da placa tempo zero

CN: Absorbéncia das células do controle negativo

3.4.2.3 Determinacao de Inibicdo da Proliferacao celular

Para analise de inibicdo de proliferacdo celular, os experimentos foram analisados
segundo suas medias. Para a anélise das amostras testadas em dilui¢do seriada, em triplicatas,
um gréafico de absorbancia x concentracdo foi plotado para determinacdo da concentracao
inibitéria média (Clso), com o seu efeito citostatico obtido pelo calculo da concentracdo de
inibicdo total (CIT) e seu efeito citotoxico com a concentracdo letal média (CL50) a partir de

interpolacéo de regressao ndo-linear GraphPad Prism (GraphPad Software verséo 7.0).

3.5  Avaliagdo do efeito imunomodulador em macroéfagos
3.5.1 Reacéao de Griess

O teste de Griess (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981) é um ensaio
colorimétrico que permite a quantificacdo indireta de 6xido nitrico (NO) a partir da deteccdo
de nitrito em solucdo. Na reacdo o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido formando
um sal de diazénio que reage por acoplamento com o cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina
(NEED) gerando um composto de coloracdo rosa intensa, que apresenta um maximo de
absorcéo em torno de 540nm (RAMOS; CAVALHEIRO; CAVALHEIRO, 2006).

3.5.1.1 Procedimento

Para a realizacdo desse ensaio, as células RAW264.7 foram plaqueadas na
concentracdo de 1,5x10° células por mL e incubadas overnight em incubadora de CO2 a 37
°C com atmosfera de 5% de CO2. As amostras foram diluidas em DMSO (0,4 %) usado como
controle negativo (C-) e testadas para avaliacdo do efeito imunomodulador. Ap6s 1h alguns
grupos foram desafiados com endotoxina bacteriana (LPS-Sigma Aldrich Corp., St. Louis,
MO, USA), utilizado como controle positivo na concentracdo de 100 ng/mL. O DHA
(4,7,10,13,16,19 - acido docosa-hexaendico-Sigma) a 50uM foi usado como controle positivo
por apresentar atividade imunomodulador. Apds o periodo de 24h de incubagdo, 50 ul do
sobrenadante foi coletado para teste de Griess.

A aliquota de 50 pl do sobrenadante foi adicionada a 50 pl do reagente de Griess
[sulfanilamida 1% em &cido acético 30% / N-(-1-nafitil)-etilenodiamina 0,1 % em &cido
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acetico 60%] em ambiente sem iluminacdo num periodo de 10 minutos e a absorbancia
medida em espectrofotdmetro a 450 nm. A concentragdo de nitrito (uM) ¢ determinada a
partir de uma curva-padréo utilizando solucdo de NaNO2a uma concentracédo inicial de 200
uM seguida de diluigdes seriadas com fator de dilui¢do igual a 2, com a menor concentragao
sendo 1,56 uM. Assim, foi possivel encontrar a concentracdo de nitrito atraves da
absorbancia. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em pM.

Os dados foram analisados a partir da curva padréo do nitrito usando regresséo
linear para determinar a concentracdo de NO2 em cada amostra. Esses valores foram
interpolados e seguiram para Andlise de Variancia (ANOVA) com pos teste de Dunnett

utilizando o programa GraphPadPrism (*p<0,05).

3.5.2  Dosagem de Citocinas por ELISA

Para deteccdo e quantificacdo as citocinas, IL-1p, TNF-a, IL-6 e IL-10 no
sobrenadante de macrofagos estimulados, foi utilizado o ensaio imunoenziméatico ELISA.
Nesse ensaio um anticorpo reconhece um antigeno para o qual é especifico e a enzima
covalentemente ligada ao anticorpo catalisa uma reacdo gerando um corante que pode ser
detectado por espectrofotometria.

3.5.2.1 Procedimentos

Para deteccdo das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-10 foi realizada por meio do Kit
DuoSet (R&D Systems, EUA) e a IL-6 por meio do Kit Bio Science (BD, EUA).
Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com o anticorpo de
captura para TNF-a, IL-1p, IL-10 e IL-6 por 16h em temperatura ambiente com 100uL de
anticorpo para cada poc¢o. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 400uL de
tampdo de lavagem e bloqueadas com 300uL de BSA 1% por 1 h. Apds o bloqueio, 100uL
das amostras, de sobrenadantes das células RAW 264.7 tratadas como no item 3.5.1.1 (pag.
39), e da curva padréo foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 2h. As placas foram
lavadas trés vezes com 400ul de tampédo de lavagem e depois incubadas com anticorpo de
deteccdo para IL-1p, TNF-a, IL-10 e IL-6 em temperatura ambiente sendo 2 h para o Kit
DuoSet (R&D Systems, EUA) e 1 h para o Kit Bio Science. Na etapa seguinte, as placas
foram lavadas novamente por trés vezes com 400uL de tampéo de lavagem e incubadas com

100 pL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 minutos.
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Novamente as placas foram lavadas trés vezes com 400uL de tampéo de lavagem.
Na etapa seguinte, 100 pL da solugdo substrato para revelacao foi adicionado em cada pogo e
incubado por 20 min a temperatura ambiente, protegido da luz. A reacdo enzimatica foi
cessada, adicionando 50 pL solucdo de parada (H2SO4). Enfim, a absorbancia foi medida a
540nm. O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado expresso em pg/mL.

Os dados foram analisados a partir da regressdo linear da curva padrédo das
citocinas a fim de se obter a equagéo da reta que permite determinar a concentracdo de cada
citocina em funcdo da sua absorbancia. Apos essas etapas, 0s valores das concentracfes de
citocinas obtidos foram interpolados e as diferencas entre os grupos analisadas por analise de
variancia (One-way ANOVA) seguido de teste de Dunnett utilizando o programa
GraphPadPrism versdao 6. O nivel de significancia estatistico maximo para amostras
consideradas diferentes foi de 5% (p<0,05). As amostras foram comparadas com os controles

negativo (C-) e positivo (C+).

3.6 Avaliacdo da modulacéo de fatores de transcricdo em macréfagos
3.6.1 Dosagem de Proteinas por Imunoblot

O imunoblot (western blot), é um método bioquimico e molecular utilizado para
detectar a expressdo proteica de uma determinada proteina em uma amostra, por exemplo, de
extrato celular total, usando um anticorpo mono ou policlonal especifico para verificar a
expressdao aumentada ou diminuida de proteinas-chave associadas a diversas vias de
sinalizacdo celular. (SIVIERO, 2013).

A realizacdo do ensaio do imunoblot consiste em varias etapas: extracao,
quantificacdo de proteinas totais (30ug) das células submetidas ao tratamento pelo método de
Bradford e separacdo das proteinas desnaturadas por peso molecular em eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida, (SDS PAGE). Apds a corrida, por eletrotransferéncia, as proteinas
separadas no gel séo transferidas para uma membrana de PVDF (BioRad) a fim de torna-las
acessiveis a deteccdo pelos anticorpos. Posteriormente, a membrana € tratada para bloquear as
ligagbes com Albumina (BSA) a 5% em sitios inespecificos e exposta aos anticorpos
primarios e secundarios. A deteccdo e feita pelo método colorimétrico utilizando fosfatase
alcalina sobre o substrato NBT/BCIP, resultando em uma marca¢do de cor plrpura na
membrana. (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979)
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3.6.1.1 Procedimento

O anticorpo primario utilizado no experimento foi o NFkB p65 (C-20): sc-372 de
Santa Cruz (TX, EUA). O anticorpo a-tubulina (CellSignaling Technology®) € utilizado
como referéncia experimental. O anticorpo secundario anti- mouse 1Gg (CellSignaling
Technology®) ligado a fosfatase alcalina € utilizado na detec¢éo final das proteinas. Todos 0s
anticorpos sdo solubilizados em BSA 5%, diluidos de 1:1000, exceto a a-tubulina e 0s
anticorpos secundarios que sao preparados em dilui¢do de 1:2000.

3.6.1.1.1Extracao de proteinas totais

As células RAW 264.7 foram plaqueadas em placas de 6 po¢os na concentracdo
de 1,5x10° células por mL e incubadas overnight em incubadora de CO2 a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO2. As amostras foram diluidas em DMSO (C-) e testadas para
avaliacdo do efeito imunodulador. Apds 1h alguns grupos foram desafiados com LPS
utilizado como controle positivo na concentracdo de 100 ng/mL, o DHA (4,7,10,13,16,19 -
acido docosa-hexaenoico-Sigma) a 50uM, também foi usado como controle positivo por ter
acao inibitoria de NFxB em células desafiadas com LPS.

Para o processo de extracdo, as células foram soltas do fundo do pogo com
raspador e armazenadas em microtubos, em seguida foram centrifugadas e lavada duas vezes
com PBS. Apos outra centrifugacdo o pellet foi ressuspendido em tampédo RIPA Lysis Buffer
(Milipore) 1X acrescido de um coquetel de inibidores de proteases (1:100 v/v) e ortovanodato
de sddio um inibidor de fosfatase (1:100 v/v)

3.6.1.1.2Quantificacdo das proteinas

A guantificacdo de proteinas totais extraidas das células foi realizada por meio de
método colorimétrico de Bradford com o kit ProteinAssay (BioRadLaboratories). As amostras
foram incubadas por 10 minutos no escuro sob agitacéo leve e lidas em espectrofotometro no
comprimento de onda de 570 nm.

A curva de padrdo foi gerada por regressdo linear no programa GraphPadPrism
6.0, sendo plotado um gréfico da absorbancia versus quantidade de proteinas. Os valores de
absorbancia obtidos de cada amostra foram aplicados a equacao da curva para determinar as
concentracdes de proteina.

3.6.1.1.3Eletroforese em gel de poliacrilamida

A separacao das proteinas totais baseada no peso molecular foi realizada por meio
de eletroforese em gel de poliacrilamida em um sistema vertical (TOWBIN; STAEHELIN;
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GORDON, 1979). Ap6s a montagem do sistema vertical (BioRad, modelo mini-PROTEAN®
Tetra Cell), o gel de resolucdo foi confeccionado para uma concentracdo final de 12,5% em
tampédo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 (BioRadLaboratories). O gel de concentracdo foi colocado
sobre o gel de 12,5%, com concentracao final de 5% de poliacrilamida em tampdao Tris-HCI
0,5 M, pH 6,8 (BioRadLaboratories). O marcador de peso molecular Full-Range
RainbowMarker (12-225 kDa; GE Healthcare) é usado sempre no primeiro poco da esquerda
para monitorar a separacdo das proteinas. Sendo aplicado nos pogos do gel de concentracdo
30 ug de proteina total de cada amostra, carregada com o tampdo Blue Juice 5X (5:1 v/v;
Invitrogen). A corrida de eletroforese foi realizada sob voltagem constante de 100 V e
amperagem livre (para duas placas; fonte elétrica PowerPacTM, modelo HCPowerSupply) a
temperatura ambiente, utilizando um tampao de corrida para eletroforese. O tempo de corrida

variou entre 1h e 40 minutos a 2 horas.

3.6.1.1.4Eletrotransferéncia

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de PVVDF Hybond-
P (BioRad). Para isso, o gel é colocado em contato com a membrana previamente lavada em
metanol entre esponjas e papéis de filtro banhados na solucdo de transferéncia. A
eletrotransferéncia foi realizada pelo modo de imersdo (BioRad, modelo MiniTransPlot
Modulo) sob voltagem livre e amperagem de 400 mA por 1h e 20 minutos a 4°C (fonte

elétrica PowerPac™, modelo HCPowerSupply)

3.6.1.1.5Imunodetec¢ao

Apos a transferéncia, as membranas foram incubadas em solucdo de BSA 5% por
uma hora sob agitacdo constante, a fim de bloquear ligacfes proteicas inespecificas. Ap6s o
periodo de incubacdo, foram realizadas trés lavagens com TBS-Tween 0,1% (TBS-T) de 5
minutos. As membranas foram, entdo, incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios
diluidos em solucdo de BSA 5% em TBS. Apds o mesmo processo de lavagens realizadas
anteriormente com TBS-T e TBS, as membranas foram incubadas por duas horas com o
anticorpo secundario acoplado & enzima fosfatase alcalina diluido em solucéo de BSA 5% em
TBS por 1 hora, sob agitagdo. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas para a
revelagdo com aproximadamente 1 mL de solucdo reveladora (BCIP®/NBT solution,
premixed-Sigma) e incubadas no escuro até a indicacdo colorimétrica desejada. Apds a

revelacdo, as membranas foram lavadas em &gua destilada.



44

As membranas foram fotografadas por um captador de imagens (GE Heathcare,
modelo Image Quant® 300), utilizando para aquisic¢ao e edi¢cdo o programa ImageQuant®300
(GE Heathcare).

3.7 Atividade Antioxidante
3.7.1 Teste DPPH

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) é considerado um radical livre
estavel, no entanto, falta um elétron em sua estrutura. Este radical é utilizado como ferramenta
para estudo da acdo de compostos sequestradores de radicais livres, e a técnica que utiliza
esse radical € independente de qualquer atividade enzimatica. Substancias antioxidantes
evitam a formacdo de radicais livres doando elétrons para evitar a oxidacdo. Uma substancia
ao doar um elétron para o DPPH faz com que este se torne mais estavel, perdendo sua cor

parpura, permitindo o monitoramento da reacao por espectrofotémetro. (LEE et al., 2012)

3.7.1.1 Procedimento

Para viabilizar a reacdo de substancias isoladas com o DPPH foram preparados
estoque de amostras diluidas em DMSO. Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 292 pL de
DPPH (0,3 mM, veiculo - metanol:etanol 1:1) e 8 uL das amostras testes, foram elas, os
compostos 1 e 2 nas concentragdes 35, 65 e 100 uM, o cis - 4,7,10,13,16,19 - &cido docosa-
hexaendico (DHA-Sigma) a 50uM, vitamina E (a-tocopherol) substancia padrido a 50 ug/mL,
e 0 veiculo (DMSO 4%, controle negativo). As solucdes foram agitadas por 1 minuto com
auxilio do espectrofotdmetro de placa (Fisher Scientific, modelo Multiskan FC), mantidas em
temperatura ambiente por 30 minutos e a absorbancia foi determinada em comprimento de
onda 517 nm. (DE GAULEJAC; PROVOST; VIVAS, 1999)

O percentual de inibicdo foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

- A
% INIBICAO = [AO - (A—C>] x 100
0

Onde AO representa a absorbancia do controle negativo e Ac, a absorbancia das
drogas teste. A Vitamina E funciona como um controle positivo, visto que tem alto potencial

antioxidante.
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4 RESULTADOS

4.1  Coleta e Fracionamento Quimico do Extrato

Foi coletado aproximadamente 12 kg, peso fresco, da alga Lobophora variegata.
Apbs ser lavado abundantemente como agua corrente e feito a remocdo mecénica de algas
epifitas, o material foi seco a temperatura ambiente por cinco dias foi possivel recuperar 1,4
kg do material seco. A preparacdo dos extratos e o isolamento dos constituintes quimicos
foram realizados no Laboratério de Andlise Fitoquimica de Plantas Medicinais do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard pelo
MSc. Fabio Nascimento Avila sob a orientacdo da professora Dra. Otilia Deusdénia Loiola
Pessoa. Apos a extracdo com os solventes organicos foi obtido 4,20 g do EH, 18 gdo EA e 12
g do EE. Ambos foram submetidos a diversos fracionamentos cromatogréficos, incluindo
cromatogréafica em coluna (CC), Sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Todo o fracionamento foi direcionado pela quantidade de material obtido e pelos
resultados nos ensaios de triagem de citotoxicidade, como mostrado a seguir. A atividade
biolégica do extrato aquoso (EE) j& havia sido explorada por alguns autores, o que nos
direcionou para o estudo de compostos apolares encontrados em abundancia no extrato
hexanico e um pouco no extrato acetato que possui polaridade intermediaria.

Com o isolamento, de varios compostos da alga Lobophora variegata, no extrato
hexano (EH) e acetato (EA) foi possivel caracterizar dois novos epdxidos henecosandicos

poliinsaturados, juntamente com outros compostos ja conhecidos.
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Figura 3 - Compostos isolados da alga Lobophora variegata.
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Fonte: Arquivo pessoal do MSc. Fabio Avila. Legenda: Os compostos epoxido henecosandide poliinsaturado (1),
epoxido henecosandide poliinsaturado (2), B-caroteno (3) e fucosterol (4) foram extraidos do extrato hexanico. Ja
0s compostos apo-9°-fucoxantinona (5), apo-13’-fucoxantinona (6), lobophorenol B (7), éter glicerilico de fitano
(8), 7,8-HepETE (9), loliolide (10) e isololoilide (11) foram extraidos do extrato etanélico.

4.2 Atividade citotoxica

Os extratos obtidos da alga Lobophora variegata em solventes hexano (EH),
acetato (EA) e etanol (EE) foram avaliados quanto a inibi¢do do crescimento em células HCT
116 ap6s 72h de incubacdo pelos ensaios do MTT e SRB. Na linhagem de macrofagos

RAW264.7 apds 24h de incubacéo foi realizado pelo ensaio do SRB.
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4.2.1 Ensaio do MTT

A triagem inicial foi realizada pelo ensaio do MTT com as concentragdes de 50
pg/mL. As fracBes determinantes para a triagem que melhor inibiram o crescimento de células

adenocarcinoma levaram a descoberta de dois compostos inéditos (1 e 2).

Figura 4 - Triagem inicial da atividade citotdxica das fracfes hexanicas isoladas da alga
Lobophora variegata em células HCT 116.
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EH-BD
EH-BE
EH-BF
EH-BG
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Inibicao de crescimento (%)

Legenda: EH= extrato hexanico, EH-A a EH-F fra¢des do extrato hexanco, EH-BA a EHBG= fra¢des da fracdo
B do extrato hexanico, 1-2-3 = compostos puros isolados da Lobophora variegata. A inibi¢do do crescimento da
linhagem HCT 116 foi avaliada na concentracdo de 50 pg/ml ap6s 72h de incubacdo pelo ensaio do MTT. A
doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo, na concentracdo de 12,5 uM. Os dados estdo
apresentados como percentual de inibicdo do crescimento. Foram 3 experimentos em triplicata.
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Tabela 4- Concentracdo inibitoria média dos extratos isolados da alga Lobophora

variegata em células HCT 116.

Compostos Clso (C195%) em pg/mL
Doxorrubicina 0,4 (0,2a0,6)
EH 5,4 (4,9a5,8)
EA 35,95 (31,48 a 41,05)
EE >50 -

Legenda: EH= extrato hexénico, EA= extrato acetato, EE= extrato etandlico. A inibigdo do crescimento da
linhagem HCT 116 foi avaliada nas concentragdes de 0,78 a 100 pg/ml apds 72h de incubacéo pelo ensaio do

MTT. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Os dados estdo apresentados como valores de

concentragdo inibitdria média (Clso) e respectivos intervalos de confianca de 95% (C195%) obtidos por regressao

ndo-linear. Foram realizados 3 experimentos em triplicata.

Tabela 5 - Atividade citotoxica dos compostos puros isolados da alga Lobophora

variegata em células HCT 116.

Compostos

C|5o (C|95%) em },l.|\/|

Doxorrubicina

1

© o0 N o o &M DN

10

0,4 (0,2 a0,6)
12,2 (7,1a21,1)
44,3(30,0 a 65,0)

>120

>180
50 (22,3 a 112,0)
23,4 (10,0 a 55,0)
41,5 (4,5 a 375,0)
84,5 (48,6 a 147,0)

>250

Legenda: A inibigcdo do crescimento da linhagem HCT 116 foi avaliada nas concentracdes de 0,009 a 250 uM
apos 72h de incubacdo pelo ensaio do MTT. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Os dados
estdo apresentados como valores de concentracdo inibitéria média (Clso) e respectivos intervalos de confiancga de
95% (CI95%) obtidos por regressao nao-linear. Foram realizados 3 experimentos em triplicata.



49

A extragdo da alga parda Lobophora variegata rendeu o isolamento de dois
lobophorenos e outros compostos que seguiram para investigagao dos valores da concentracdo
inibitoria média (Clso) em células HCT 116 incubadas por 72h, pelo método do MTT. O
composto 3 ndo mostrou inibicdo do crescimento, como visto na Figura 4 e os demais
compostos (4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10) ndo possuem dados na literatura sobre sua atividade
citotoxica.

Dos compostos testados, 1 foi o que apresentou menor Clso contra a linhagem
celular de adenocarcinoma humano HCT 116 pelo ensaio do MTT. Os compostos 2, 6, 7, 8 e
9 apresentaram Clsp moderada, enquanto que 4, 5 e 10 ndo foram citotoxicos nas

concentrag0es testadas.

4.2.2 Ensaio da Sulforodamina B

O efeito na densidade celular tumoral, com base na medi¢do do teor de proteinas
totais na celula, foi avaliado pelo ensaio da sulforrodamina B (SRB). Diferente do MTT esse
método € independe da atividade metabdlica celular. Assim, quanto maior o numero de
células viaveis, maior a captacdo do corante e maior é o valor da absorbancia. Sendo, mais

seguro em encontrar substancias que interferem ou ndo na proliferagdo celular.

4.2.2.1 Linhagem celular de adenocarcinoma humano (HCT 116)

Inicialmente, assim como no MTT, os trés extratos brutos isolados da alga
Lobophora variegata, todas as fragbes do extrato hexanico (EH) e alguns compostos do
extrato acetato (EA) seguiram para investigacdo do efeito sobre a proliferagdo em células
HCT 116 incubadas por 72h. As fracbes determinantes para a triagem foram as mesmas das

usadas para 0 MTT, para confirmar a manutencéo do seu efeito.
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Figura 5 - Triagem inicial da atividade citotdxica das fracfes hexanicas isoladas da alga
Lobophora variegata em células HCT 116.
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Legenda: EH= extrato hexanico, EA=extrato acetato, EE= extrato etanolico, EH-A a EH-F fra¢des do extrato
hexanico, EH-BA a EHBG= fra¢des da fracdo B do extrato hexanico, 1 e 2 =lobophorenos. A inibi¢cdo do
crescimento da linhagem HCT 116 foi avaliada na concentracdo de 10 e 50 pg/ml apés 72h de incubacédo pelo
ensaio do SRB. A doxorrubicina nas concentracdes de 2,5 uM (vermelho) e 12,5uM (azul) foi utilizada como
controle positivo. Os dados estdo apresentados como percentual de inibicdo do crescimento. Foram 3
experimentos em triplicata.
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A fracdo B teve o maior rendimento, frente as demais fragdes no fracionamento
quimico, e ainda apresentou uma significativa inibicdo do crescimento celular em relagéo as
demais fracdes, sendo a unica a mostrar inibicdo nas duas concentragdes utilizadas. Porém,
nenhuma das suas 7 subfracBes apresentou inibicdo do crescimento semelhante a sua fracao
de origem. Ainda assim, a subfracdo BG com o maior rendimento entre as demais seguiu para
a elucidacdo de moléculas puras presentes em sua composi¢do. Os dois novos epoxidos
henecosanoicos poliinsaturados isolados do extrato hexanico tiveram seus valores médios de

inibicdo do crescimento avaliados em HCT 116.

Tabela 6 - Atividade citotoxica dos compostos 1 e 2 isolados da alga Lobophora variegata
em células HCT 116.

Compostos Clso CIT Clso
Doxorrubicina 0,4 6,02 73,4
1 8,6 103,7 >335

2 8,1 93,1 >335

Legenda: A inibicdo do crescimento da linhagem HCT 116 foi avaliada nas concentra¢fes de 0,01 a 165 uM
apos 72h de incubagdo pelo ensaio do SRB. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Valores da
concentragdo inibitéria média (Clsg), da concentracdo de inibicdo total (CIT) e da concentracdo letal (CLsg)

foram investigados por interpolacéo da regressdo ndo-linear. Foram realizados 3 experimentos em triplicata.

A citotoxicidade apresentada no modelo de célula tumoral foi moderada, e o
extrato hexanico apresentou compostos com a menor Clso tanto no teste do MTT quanto do
SRB, reforgando o interesse em seguir com o fracionamento desse extrato para encontrar a
molécula alvo dessa atividade. A (Figura 6) ¢ um esquema resumido da atividade citotoxica

em HCT 116 que levou ao isolamento dos compostos estudados nesse trabalho.
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Figura 6 - Fluxograma do fracionamento bioguiado pela atividade citotoxica em HCT

116.
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Legenda: EH= extrato hexanico, EE= extrato etanolico, EA=extrato acetato, EH-A a EH-G fragbes do extrato
hexanico, EH-BA a EH-BG= fracbes da fracdo B do extrato hexanico, 1 e 2 = compostos puros isolados da
Lobophora variegata. A inibi¢do do crescimento da linhagem HCT 116 foi avaliada ap6s 72h de incubacéo pelos
ensaios do MTT e SRB. O fluxograma apresenta uma representacdo dos valores de concentragdo inibitéria média
(C150) das amostras testadas.

O potencial de inibigdo do crescimento no ensaio do SRB (Tabela 6, pag 51) foi
mais alto do que no ensaio do MTT (Tabela 5, pag. 48). Os compostos 1 e 2, além de serem
semelhantes quimicamente entre si, possuem significativa semelhanga com o acido graxo
Omega 3, especificamente, o 4cido docosa-hexaenoico (DHA) (Figura 7). O DHA é um
consagrado inibitor de mediadores inflamatorios e mesmo tendo efeito anti-tumoral sobre
diversos tipos de linhagens celulares sua principal a¢do biolégica € como nutracéutico
antioxidante e anti-inflamatorio. Assim, resolvemos investigar os efeitos dos lobophorenos
sobre células do sistema imune, utilizando a linhagem de macréfago murino RAW 264.7 para
seguir com os demais testes de efeitos biologicos semelhantes aos realizados na literatura com
o DHA.
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Figura 7- Estrutura dos lobophorenos comparada com o DHA. Formula molecular 1
(C21H300), 2 (C21H320) e DHA (C22H3202)

(DHA)

Fonte: Arquivo pessoal da autora. Legenda: DHA= &cido docosa-hexaendico.

4.2.2.2 Linhagem celular de macréfago murino (RAW264.7)

Para avaliar o efeito imunomodulador em macréfagos € necessario a integridade
celular. Foi realizado uma triagem com os trés extratos obtidos da alga Lobophora variegata,
todas as fracOes do extrato hexédnico (EH) que originaram os lobophorenos e alguns
compostos do extrato acetato (EA) para investigacdo do efeito sobre a proliferacdo de
macréfagos incubados por 24h. Para definir qual concentracdo ndo possui toxicidade em
RAW264.7 e, ainda, produza efeito imunomodulador em macréfagos estimulados ou ndo com
100 ng/ml LPS.
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Figura 8 - Triagem inicial da atividade citotoxica das fracfes hexanicas e compostos
puros isolados da alga Lobophora variegata em RAW?264.7.
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Legenda: EH= extrato hexanico, EA=extrato acetato, EE= extrato etanolico, EH-B e EH-C fragfes do extrato
hexénico, EHBG = fracbes da fracdo B do extrato hexanico, 1-2-6-7-8-10 = compostos puros isolados da
Lobophora variegata, DHA= acido docosa-hexaendico, LPS= lipopolissacarideo. A inibicdo do crescimento da
linhagem RAW 264.7 foi avaliada na concentracao de 3,5 uM (preto), 35 uM (vermelho) e 165 uM (azul) apos
24h de incubacéo pelo ensaio do SRB. A doxorrubicina (DOX) nas concentra¢des de 2,5 pM (vermelho) e 12,5
UM (azul) e o DHA foram utilizados como drogas padréo ouro. Os dados estdo apresentados como percentual de
inibicdo do crescimento. Foram 3 experimentos em triplicata.
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Como mostrado na figura 8, o LPS 100ng/mL e o DHA né&o apresentaram efeito
antiproliferativo em macréfagos. E embora todas as amostras obtidas de L. variegata tenham
causado inibicéo da proliferacdo dos macrofagos na concentracdo 165 UM, a partir de 35 puM,
ndo foi observado tal efeito (Figura 8). Desta os loboforenos nas concentracfes 3,5 e 35 pM,
as quais nédo interferiram na proliferacdo de RAW264.7, foram utilizadas nos ensaios para
avaliacdo do efeito modulador da resposta de macréfagos tratados com LPS 100ng/mL.

4.3 Efeito imunomodulador
4.3.1 Ensaio de Griess

O potencial farmacoldgico de compostos lipidicos provenientes de produtos
naturais marinhos sobre a modulacdo de macr6fago murino estimulado com LPS ainda pode
ser melhor explorado. O extrato hexanico foi o mais rico em acidos graxos poli-insaturados
sendo seu efeito sobre a modulagdo de macréfago murino investigado.

Uma triagem, com os trés extratos obtidos da alga Lobophora variegata, todas as
fragbes do extrato hexanico (EH) que originaram os compostos 1 e 2 e alguns compostos do
extrato acetato (EA), nas concentracdes ndo toxicas para as macréfagos murinos RAW264.7
foi realizada através da deteccdo do nitrito (NO?), dissolvido no sobrenadante das células
estimuladas com LPS através do ensaio do Griess. A fim de encontrar efeito modulador na
resposta de macrofagos ao LPS. A producdo de NO foi avaliada indiretamente através da

deteccéo de nitrito (NO?), composto estavel derivado de NO.
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Figura 9 - Triagem inicial do efeito das fra¢es hexanicas e compostos puros isolados da
alga Lobophora variegata em RAW264.7 desafiada com 100 ng/mL LPS na producéo de

nitrito.
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Legenda: EH= extrato hexanico, EA=extrato acetato, EE= extrato etandlico, EH-B e EH-C fra¢fes do extrato
hexanico, EHBG = fracdes da fragdo B do extrato hexanico, 1-2-6-7-8-10 = compostos puros isolados da
Lobophora variegata, DHA= 4cido docosa-hexaendico, LPS= lipopolissacarideo. O potencial imunomodulador
das amostras foi avaliado nas concentracdes de 2 e 10 pg/ml sob agitacdo por 1 hora, antes de serem estimuladas
com LPS por 24h pelo ensaio do griess. O DMSO como veiculo. A doxorrubicina (DOX) nas consentracdes de
2,5 pM(preto) e 6,5 pM(vermelho) e o DHA [2, 10 e 50 pM] foram usados como drogas padrdo ouro. Os dados
estdo apresentados como concentracdo de nitrito (UM). Foram 3 experimentos em triplicata

Todos os compostos usados no tratamento das células sem LPS néo estimularam a
producdo de nitrito. Apenas 0s compostos puros 1, 2 e 7 na concentracdo de 10 pg/ml foram

capazes de inibir em menos da metade a producdo de Nitrito em células estimuladas com
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LPS. Sendo considerados compostos com potencial para modular a ativagdo de macrofagos.
Os experimentos a seguir investigam o perfil modulador dos compostos inéditos 1 e 2.

Figura 10 - Efeito dos lobophorenos em células RAW 264.7 estimuladas ou ndo com LPS

na producao de Nitrito.
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Legenda: V= veiculo (DMSO 0,4%). As concentragdes de 3,5 e 35 UM dos compostos 1 e 2 ndo tdxica em célula
RAW264.7 foram usada 1 hora antes da ativacdo dos macréfagos pelo LPS. O DHA (&cido docosa-hexaendico)
foi usado como droga padrdo ouro. Apds 24h de incubagdo o sobrenadante foi recolhido e o nitrito dosado pelo
ensaio de Griess. Os dados apresentados sdo a média de trés experimentos independentes a partir da curva
padrdo de nitrito e foram interpolados e analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido de
Dunnett. * p <0,05 versus grupo C-; # p < 0,05 versus grupo LPS; + p < 0,05 versus DHA com LPS.

Na Figura 10 tanto o composto 1 quanto 0 2, numa menor concentragdo que o
DHA, inibiram (p<0,05) a producdo de nitrito nas células estimuladas com LPS quando

comparados com as células tratadas apenas com LPS. Nas células ndo estimuladas com LPS
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0s compostos ndo produziram nitrito. A baixa presenca de Nitrito no sobrenadante das células
indica a baixa producdo de éxido nitrico, que é um importante mediador inflamatorio que esta
aumentado na inflamacdo aguda, podendo causar danos ao tecido. Substancias que inibem a
producdo de 6xido nitrico pode também inibir a producdo de outros mediadores inflamatorios.

Os compostos 1 e 2 na modulacdo do perfil fenotipico dos macréfagos
estimulados ou ndo com LPS foi observado através da morfologia celular registada por
microscopia de contraste de fase. Essa observacdo nos trouxe indicios de uma possivel
alteracdo no metabolismo dos macréfagos incubados com os compostos 1 e 2.

Na fFigura 11 observamos as células com aumento de 400 vezes. Como veiculo
foi usado o (DMSO 0,4%), o LPS usado como modelo de inflamagdo in vitro mostrou
ativacdo classica com granulos e vacuolos presentes no citoplasma das células. J& os
compostos 1 e 2 sem LPS, ndo apresentou toxicidade. E quando as células, apos 1 hora de
tratamento com os compostos 1 e 2 sob agitacdo, sdo desafiadas com LPS é possivel
visualizar uma alteracdo morfoldgica do fendtipo esperado quando as células sdo desafiadas
apenas com LPS.

Mesmo sem podermos afirmar qual o mecanismo de ativacdo causado pelos
compostos 1 e 2 em macréfagos com esse ensaio, este favoreceu a investigacdo da producéo
de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias. Essa investigacdo foi realizada pelo ensaio
de ELISA com as concentracbes de 3,5 e 35 UM dos compostos 1 e 2 e 50 uM da droga
padréo ouro DHA.



59

Figura 11 - Morfologia das células RAW264.7 registada por microscopia de contraste de
fase com aumento de 400 vezes.

Fonte: arquivo pessoal. V=veiculo, LPS= lipopolissacarideo, DHA=4cido docosa-hexaendico, 1 e 2 =
lobophorenos, células incubada por 24h.
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4.3.2  Avaliacdo da producéo de citocinas por macré6fagos murinos RAW264.7.

O equilibrio entre as citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias €
fundamental para uma resposta imune eficiente. Porém, a producéo prolongada de TNF-a, IL-
1B, IL-6 causa danos significativos e até irreversiveis ao organismo. Em doencas
inflamatdrias crénicas substancias que diminuam a producéo dessa citocinas podem melhorar
a qualidade de vida dos pacientes. Porém, a inibicdo total pode causar a imunossupressao do
sistema imune e levar & morte.

Em nosso estudo as células foram incubadas por 1 hora sob agitagdo com 0s
compostos 1 e 2 em concentracdes, ndo toxicas, 3,5 e 35 UM e em seguida desafiadas por 100
ng/ml de LPS, a incubacdo total foi de 24h. O (DMSO 0,4%) foi usado como veiculo. O LPS
foi usado como modelo inflamatério e o DHA como droga padrdo ouro para comparar a
poténcia dos compostos testado. Apds a incubacdo os niveis de citocina no sobrenadante da
cultura foram dosados por ELISA.

O TNF-a € uma potente citocina pré-inflamatéria que pode levar a producgédo de
mediadores inflamatorios que favorecem uma variedade de doencas cronicas, incluindo o
cancer. Farmacos aprovados como bloqueadores de TNF-o sdo caros e produzem indmeros
efeitos colaterais. Na Figura 12 notasse a significativa diminui¢do na producdo de TNF-a por
macréofagos murinos RAW264.7 apds incubacdo do composto 1 e 2 na vigéncia de LPS (p <
0,05).
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Figura 12 - Producédo de TNF-a em RAW264.7 estimuladas com LPS tratada com os

lobophorenos incubado por 24h.

6000 -
*
)
£ 4000-
(@)
L
3
L -
= 2000 »
= &
# o4 #
0 -l=—== % ———T
(pM) V 50 35 35 35 35 50 35 35 35 35
DHA - + - - - - - + - - - -
1 - - + + - - - - + + - -
2 - - - - + + - - - - + +
LPS
100 ng/mL

Legenda: V=veiculo, LPS = lipopolissacarideo. A dosagem de TNF-a no sobrenadante de células tratadas com
0s compostos 1 e 2 nas concentra¢Bes ndo tdxicas de 3,5 e 35 uM. O DHA (4cido docosa-hexaendico) foi usado
como droga padrdo ouro. Os niveis de TNF-o no sobrenadante da cultura de célula foi medido por ELISA. Os
dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes a partir da curva padrdo do TNF-a e foram
interpolados e analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguido de Dunnett. * p <0,05 versus
grupo controle; # p < 0,05 versus grupo LPS; + p < 0,05 versus DHA com LPS.

Os lobophorenos isolados da L. variegata mesmo em baixas concentragdes foram
capazes de bloquear expressivamente a producdo de TNF-o semelhante ao DHA, ja conhecido
por diminuir a producdo de TNF-a, ativado via NFkB.

A IL-1p desencadeia alteracdes fisiologicas e morfoldgicas semelhantes as do
TNF-a. Alguns pesquisadores apostam na agdo sinérgica das duas durante a resposta
inflamatoria. A IL-1p estimula a producdo de prostaglandinas locais e aumenta a percep¢do da

dor por aumentar o numero de receptores centrais. Conforme observado na fFigura 13 os
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lobophorenos nas concentragdes de 3,5 e 35 UM inibiram significativamente a presenca de IL-
1B no sobrenadante de macrofagos estimulados por LPS.

Figura 13 - - Producéo de citocina IL-1 § em RAW264.7 estimuladas com LPS tratada
com os lobophorenos incubado por 24h.
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Legenda: V=veiculo, LPS = lipopolissacarideo. A dosagem de IL-1p no sobrenadante de células tratadas com os
compostos 1 e 2 nas concentragdes ndo tdxicas de 3,5 e 35 uM. O DHA (&cido docosaexaenoico) foi usado como
droga padrdo ouro. Os niveis de IL-1p no sobrenadante da cultura de célula foi medido por ELISA. Os dados
apresentados sdo a média de dois experimentos independentes a partir da curva padrdo do IL-1B e foram
interpolados e analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguido de Dunnett. * p <0,05 versus
grupo controle; # p < 0,05 versus grupo LPS; + p < 0,05 versus DHA com LPS.

Nas células desafiadas com LPS a producdo total em pg/ml de IL-1B foi bem
menor do que a de TNF-o. Apesar disso ainda foi possivel mensurar estatisticamente a
diminuicdo em células pré-tratadas com os lobophorenos. A concentracdo de 3,5 e 35 uM
produziu efeito inibitério semelhante ao DHA.

Na fFigura 14 é possivel observar a diminui¢cdo na producdo da citocina pro-
inflamatdria 1L-6 por macrdfagos estimulados por LPS tratados com os lobophorenos nas
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concentragOes de 3,5 e 35 uM. Os compostos inibiram significativamente a presenca de IL-6
no sobrenadante de macrofagos estimulados por LPS quando comparadas com as células
estimuladas mas, ndo tratadas. O TNF-a e a IL-1 sdo indutores potentes da producdo de IL-6,

esta € um importante mediador da resposta imune a inflamacéo de fase aguda.

Figura 14 - Producéo de citocina IL-6 em RAW264.7 estimuladas com LPS tratada com

os lobophorenos incubado por 24h.
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Legenda: V=veiculo, LPS = lipopolissacarideo. Dosagem de IL-6 no sobrenadante de células tratadas com os
compostos 1 e 2 nas concentrages nao toxicas de 3,5 e 35 uM. O DHA (4cido docosa-hexaendico) foi usado
como droga padrdo ouro. Os niveis de citocinas em sobrenadantes de cultura foram medidos por ELISA. Os
dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes a partir da curva padrao da citocina e foram
interpolados e analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguido de Dunnett. * p <0,05 versus
grupo controle; # p < 0,05 versus grupo LPS; + p < 0,05 versus DHA com LPS.

A diminuicéo total de IL-6 pelos compostos 1 e 2 na concentragdo de 35 UM néo

toxica para macrofagos e moderadamente citotdxica para células de cancer de coloretal sugere
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uma relevante utilizacdo farmacolodgica anti-inflamatoria e anticancer desses compostos
inéditos.

A citocina IL-10 é uma das mais importantes citocinas anti-inflamatoéria e é
responsavel pela inibicdo de citocinas pro-inflamatérias durante a resposta imunologica. Ela
regula os sinais prolongados da inflamacao. Na Figura 15 mensuramos a presenca de I1L-10 no
sobrenadante de macrofagos murinos estimulados com LPS e tratados com os compostos 1 e
2 na concentracdo de 3,5 e 35 pM. O DMSO foi usado como controle negativo. O LPS e o

DHA foram usados como controle positivo.

Figura 15 - Producéo de citocina IL-10 em RAW264.7 estimuladas com LPS tratada

com os lobophorenos incubado por 24h.
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Legenda: V=veiculo, LPS = lipopolissacarideo. Dosagem de citocina IL-10 no sobrenadante de células tratadas
com o0s compostos 1 e 2 nas concentragdes ndo toxicas de 3,5 e 35 uM. O DHA (acido docosa-hexaendico) foi
usado como droga padrdo ouro. Os niveis de IL-10 no sobrenadante da cultura de célula foi medido por ELISA.
Os dados apresentados sdo a média de dois experimentos independentes a partir da curva padrdo do TNF-o e
foram interpolados e analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido de Dunnett. * p <0,05
versus grupo controle; # p < 0,05 versus grupo LPS; + p < 0,05 versus DHA com LPS.
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A produgéo de I1L-10 em pg/mL foi baixa comparada as demais citocinas devido
ao tratamento ter sido de apenas 24h de incubacdo. Visto que a IL-10 é expressa mais
tardiamente apds a lesdo, com o intuito de realizar um efeito retroativo das citocinas pro-
inflamatdrias. Nas células tratadas com compostos 1 e 2 na concentragdo 3,5 UM ndo houve
diminuicdo de IL-10 enquanto que em 35 puM foi possivel notar a auséncia de IL-10 no
sobrenadante da RAW264.7.

4.4  Avaliacdo da modulagéo de fatores de transcri¢éo por WB

O NFkB é um importante regulador da inflamagdo, desempenhando um papel
essencial na inducéo de varios genes pro-inflamatérios envolvidos em doencas cronicas como
inflamacdo e até mesmo no cancer por participar ativamente da resposta imunolégica do
organismo. Os lobophorenos demostraram diminuir a producdo de citocinas que s&o
moduladas por NFkB e na Figura 16 demostramos que esses compostos na concentracao de

35 uM também diminuem a producéo de NF-kB-p65 em macrofagos murino.

Figura 16 - Expressdo de NFkB-p65 em macrofagos murinos tratados com o0s

lobophorenos e estimuladas com LPS incubado por 24h.
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Legenda: V=veiculo, LPS = lipopolissacarideo. Dosagem de NFkB-p65 foi feita com o lisado de células tratadas
com os lobophorenos nas concentrac@es de 3,5 e 35 uM. O DHA (&cido docosa-hexaendico) foi usado como
droga padrdo ouro. A expressdo total de NFkB-p65 da cultura de célula foi medido por Imunoblot. Os dados
apresentados sdo a média de um experimento a partir da curva padrdo do NFkB-p65 que foi interpolado. * p
<0,05 versus grupo controle; # p < 0,05 versus grupo LPS; + p < 0,05 versus DHA com LPS.



66

Apesar de ter sido apenas um experimento os dados sugerem que os lobophorenos
nas concentracfes 3,5 e 35 uM possuem o potencial de diminuir a expressdo de NFkB-p65
total em macrofagos estimulados com LPS por 24h. Sugerindo que as moléculas atuem na

inibicdo dessa via de transcrigao.

4.5 Atividade antioxidante

A determinacdo do efeito antioxidante de substancias na analise de misturas com
varios compostos causam o chamado efeito sinérgico que resulta numa maior capacidade
antioxidante do que apresentada quando o composto estd purificado. Com o objetivo de
apresentar mais precisdo nos resultados o ensaio de DPPH foi realizado apensas com
substancias puras.

Para conhecermos a concentracdo ideal de substancia pura em uM que possua
atividade antioxidante foram testadas as concentracdes de 35, 65 e 100 uM dos compostos 1 e
2. O DMSO foi o solvente diluidor das amostras e por isso foi utilizado como controle
negativo (V). A vitamina E (Vit. E) por ser um potente agente antioxidante foi utilizado como
controle positivo e o0 DHA nas concentracdes de 50 e 100 uM por ja possui capacidade
antioxidante, e por ser lipofilico também foi usado como controle positivo, permitindo

determinar o percentual de inibicdo do DPPH causado pelos lobophorenos.
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Figura 17 - Potencial antioxidante dos lobophorenos pelo teste DPPH.
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Legenda: V=veiculo, O sequestro de radicais livres em solu¢do foi avaliado pelo ensaio do DPPH. A vitamina E
(Vit. E,) na concentracdo de 50 pg/mL e o &cido docosa-hexaendico (DHA) foram usados como controles
positivos. Os dados estdo apresentados como valor de percentual de inibi¢do do DPPH. Foram dois experimentos
independentes analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguido de Dunnett. * p <0,05 versus 0
controle negativo; # p < 0,05 versus Vit. E.

Segundo os resultados acima todas as concentragfes testadas apresentaram
inibicdo siginificativa de DPPH o que sugere que as substancias testadas conseguiram
sequestrar o DPPH e reduzir a presenca de radicais livres em solugcdo. Dessa forma sdo
consideradas substancias com potencial antioxidantes. Foi possivel observar também que a
poténcia antioxidante dos lobophorenos foram semelhantes as do DHA, o que potencializa a
investigacdo de efeito anti-inflamatorio dessas novas moléculas extraidas da alga Lobophora
variegata. Com esse teste também foi possivel confirmar que a concentracdo de 35 uM é a
concentracdo ideal de trabalho em celulas RAW?264.7 por ndo ser tdxica e ainda apresentar

significativa a¢do antioxidante.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido a partir da triagem de compostos bioativos,
visando a busca por novas substancias com potencial biotecnolégico que pudessem auxiliar
em estudos relacionados ao tratamento do cancer e da inflamacéo crénica. A descoberta de
novas substancias com potencial farmacoldgico provenientes de produtos naturais marinhos
aumenta o arsenal de substancias quimicas que favorecem o prognéstico do paciente
colaborando com o aumento da qualidade de vida dos que fazem uso de medicamentos por
longos periodos de tempo (KALLIFATIDIS; HOY; LOKESHWAR, 2016; STONIK;
FEDOROV, 2014).

A extracdo com trés solventes diferentes, sendo eles de polaridades distintas,
expandiu as possibilidades de encontrarmos metabolitos bioativos. O rendimento, das fragdes
dos extratos, foi variado mas, permitiu a realizacdo de uma triagem quanto a atividade
inibitéria em célula de adenocarcinoma e em macrofagos murino. Na triagem realizada o
extrato hexanico, mais apolar, deteve a menor Clso contra células tumorais HCT 116 ja os
extratos acetato e etanoélico tiveram a Clso moderadamente alta.

Estudos sobre a atividade citotdxica de extratos de L. variegata se limitaram a
investigar compostos com afinidade polar pois, fragdes do extrato aquoso do macerado da L.
variegata foram capazes de inibir o crescimento de células de melanoma com Clsg variando
de 14 a 18 pg/mL (ROCHA et al., 2007). Kremb e colaboradores (2014) demostraram que 0
extrato bruto da L. variegata extraido com solvente organico de acetona em fase aquosa nao
mostrou atividade citotoxica em células mononucleares do sangue periférico. Contudo, a
baixa citotoxicidade dos compostos polares em células normais permitiu investigar outras
acOes farmacologicas que s6 é possivel em células viaveis como a inibicdo do mecanismo de
ativacdo do virus HIV-1.

A inibicdo do crescimento celular pelo extrato hexanico nos fez investigar as
fracbes mais apolares, que também se encontravam em algumas fragGes do extrato acetato,
que possui polaridade intermediéria. As fragGes seguiram para a rastreio de moléculas
bioativas com perfil apolar e foi possivel isolarmos 10 compostos puros com estruturas
quimicas interessantes, dentre elas os compostos epoxido henecosanoide poliinsaturado (1),
epoxido henecosandide poliinsaturado (2) inéditos. Os demais compostos ndo possuiam
atividade bioldgica investigada ou nunca foram encontrados nessa espécie de alga. Séo eles 0s
compostos, B-caroteno (3) fucosterol (4), apo-9’-fucoxantinona (5), apo-13’-fucoxantinona
(6), loboforenol B (7), éter glicerilico de fitano (8), 7,8-HepETE (9), loliolideo (10) e
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isololoilideo (11) (EL HATTAB et al., 2008; FONTANA et al., 2007; HAM et al., 2010;
PAN et al.,, 2014; TSUKIDA; SAIKI; SUGIURA, 1981; URATA; TAKAISHI, 1994;
VIEIRA et al., 2016).

Em (1989) os pesquisadores Coen e Tanner demostraram que a alga L. variegata
apresentava um padrdo de inibicdo de herbivoria que a classificava como ndo palatavel a
peixes e ourigos-do-mar. Hernandez e colaboradores (2008) sugeriram que a macroalga fosse
um amortecedor contra as tendéncias de dominacdo dos ourigos-do-mar. Mecanismos que
favorecam esse perfil inibitério aumentam a sobrevivéncia de organismos sésseis e indicam a
presenca de substancias bioativas que podem ser de interesse farmacologico.

As triagens in vitro dos extratos, fracGes e compostos isolados foram realizadas
com a concentracdo de 2, 10 e 50 pg/mL. Os testes com cultura de células simulam, em parte,
0 ambiente in vivo, evitando despesas desnecessarias e alta reprodutibilidade. O ensaio de
viabilidade celular tem se destacado como uma alternativa ao uso de animais (MOSMMAN et
al., 1983).

Considerando a necessidade de avaliar se 0s extratos utilizados nos experimentos
apresentam citotoxicidade, foram utilizados dois métodos colorimétricos in vitro para
determinar a melhor concentracdo capaz de desempenhar atividade bioldgica. A investigacdo
do crescimento de célula tumoral mostrado nas triagens revelou o perfil inibitério das fracdes
que levou a purificacdo dos compostos 1 e 2. Eles e os demais compostos puros também
foram avaliados em sua Clso, porém, apenas 0os compostos 1, 2 e 7 induziram a morte celular
em linhagem de HCT 116, incubada por 72h, através do ensaio do MTT. Esse ensaio utiliza o
metabolismo da mitocdndria funcional para convertes o sal do MTT em formazan, dessa
forma substancias gque alterem essa via podem produzir resultados falseados.

A triagem em HCT 116 foi repetida pelo método do SRB que se propde a
determinar a proliferacdo celular, com base na medicdo do teor de proteina celular. E um
ensaio que independe do metabolismo celular e permite o teste de varias amostras de uma
Unica vez, além de ser bem econdmico e estavel (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Nele a Clso
do composto 1 foi 12,4 uM em MTT e 8,6 M no SRB. Apesar de pouca diferenca o ensaio
do SRB ainda se sobressai por permitir a investigacdo da Clso de substancias menos toxicas e
até mesmo das que apresentam efeito citostatico, além de calcular a concentragéo inibitoria
total e letal.

O controle positivo usado foi o quimioterapico doxorrubicina (DOX), esse € um
farmaco amplamente usado na clinica que age intercalando o DNA. Apesar da eficiéncia é um

farmaco agressivo para o paciente por causar severos efeitos adversos (KANG et al., 2017).
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Os lobophorenos séo substancias com uma longa cadeia poli-insaturada bem
semelhante a cadeia dos lipideos dmegas. Essa propriedade quimica da molécula pode Ihes
proporcionar agdes bioldgicas semelhantes as dos AGPI. Visto que, 0 DHA é um conhecido
inibidor de mediadores inflamatdrios, realizamos uma triagem, em macrofago murino
RAW264.7, incubados por 24h, das fragbes que levaram a descoberta dos lobophorenos. A
triagem em RAW264.7 foi importante para encontrarmos as concentracGes ndo-tdxicas para
essa linhagem. Na triagem as concentracfes de 2 e 10 pg/mL ndo apresentaram efeito
antiproliferativo e o que possibilitou a investigacdo da modulacdo de macréfagos.

O DHA foi usado como droga padrdo ouro ja que possui efeito anti-inflamatorio,
antioxidante e antitumoral comprovados (D’ELISEO; VELOTTI, 2016; SI et al., 2016;
WALL et al., 2010). Segundo o trabalho de Allam-ndoul e colaboradores (2017) o DHA na
concentracfes de 50 UM é capaz de modular perfis de expressdo génica de vias da resposta
imune em macrofagos estimulados com 100 ng/mL de LPS. Essa concentracdo ndo mostrou
toxicidade nas triagens realizadas em nosso trabalho e foi escolhida para ser usada como
controle positivo na investiga¢do do efeito imunomodulador.

O DHA também diminui a expressdo de iNOS e de COX- 2 limitando a produgéo
do NO exibindo efeito neuroprotetor (MORI et al., 2017; OSHIMA et al., 1996). A ingestao
de DHA como nutracéutico preveniu a hipertensdo induzida por Angiotensina Il e disfuncédo
endotelial em ratos, provavelmente por prevencdo do estresse oxidativo (NIAZI et al., 2017).
Ele também diminui a expressao de importantes mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-6
e IL-1B que inibe a ativacdo do inflamassoma, sugerindo seu efeito anti-inflamatério
(BOULIS et al., 2014; CHOI et al., 2014; TIAN et al., 2017; WILLIAMS-BEY et al., 2014)

Observando a semelhanca estrutural e o efeito imunomodulador do DHA,
investigamos modulacdo dos lobophorenos sobre os macrofagos estimulados. O desafio de
macrofagos com LPS induz a alta producdo de NO, pela iNOS, e PGEZ2, pela ciclooxigenase
(COX-2), portanto, uma substancia que previna a liberagdo desses mediadores ou regule a
expressdao de iINOS e COX-2 pode possuir atividade anti-inflamatéria (HOBBS; HIGGS;
MONCADA, 1999). Estudo realizado com polissacarideos de L. variegata identificou a
presenca de fucanas capazes de diminuir os niveis de oxido nitrico em células RAW?264.9
estimuladas com LPS (PINHEIRO et al., 2017).

Em nossos resultados os extratos EH, EA, a fracdo B e os compostos 1, 2 e 7 na
concentracdo de 10 pg/mL, ndo toxica em macrdéfagos, conseguiram prevenir a producgéo de
nitrito em mais da metade quando comparados com células ndo tratadas. Esse efeito sugere a

diminuicdo de oOxido nitrico e consequente prevencdo do efeito inflamatorio causado pelo
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LPS. O grupo de pesquisa da professora Edda Leite ja encontrou polissacarideos presentes na
alga parda Lobophora variegata que apresentam efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e
antitumorais (CASTRO et al., 2014, 2015).

A concentragdo de 35 UM dos compostos puros 1 e 2 produziram efeito
imunodepressor em macrofagos estimulados com LPS ao inibir, totalmente a ativacao classica
enquanto 50 UM do DHA inibiu 44%. Qutro resultado interessante foi a morfologia celular,
observada ao microscépio de contraste de fase, onde foi possivel ver que as células tratadas
com os lobophorenos, sem LPS, estimularam a proliferacdo celular. Dessa forma os
compostos mostram esta alterando morfologicamente o metabolismo das células.

Diante desses resultados o potencial imunomodulador dos lobophorenos, nas
concentracbes de 3,5 e 35 uM, em linhagem de macréfagos estimulados com LPS foi
investigado através do ensaio imunoenzimatico ELISA. A producdo de citocinas envolvidas
na inflamacdo é um indicativo para sugerir qual o fenétipo de ativacdo dos macréfagos por
determinadas substancias de interesse (SAQIB et al., 2018).

A capacidade de produgcdo do TNF-o em células do sistema imunoldgico é
bastante elevada, visto que quando as células sofrem alguma lesdo essa citocina ajuda a
eliminar o patégenos e estimula a producdo de outras citocinas pro-inflamatorias envolvidas
na resposta imunologica. O TNF-a, também promove a expressdo da iNOS no sistema
nervoso central, levando a uma rapida evolucédo de doencas inflamatérias crénicas quando sua
producdo ndo é controlada por retroalimentacdo (MEDEIROS et al., 2007).

Em nossos resultados as células estimuladas com LPS, que ndo tiveram contato
com nenhuma substéncia protetora, produziram mais de 3.500 pg/mL de TNF-a. Contudo, as
células tratadas 1 hora antes com os lobophorenos inibiram acentuadamente os niveis de TNF-
a. O composto 1 na concentracdo de 35 pM chegou a inibir 86,31% comparado com o LPS,
enquanto que o DHA a 50 UM inibiu 66,2%.

Substancias que inibam a citocina TNF-a tém grande potencial para melhorar a
evolucdo e o progndstico de doenca inflamatdrias crénicas. Os inibidores dessa citocina sdo
usados como farmacos no tratamento de doencas auto-imunes (MARTIN; MEDEIROS;
GOLDENSTEIN-SCHAINBERG, 2006). Os blogueadores mais usados na clinica sdo o
etanercepte, o infliximabe e o adalimumabe usados no tratamento da artrite reumatoide,
espondilite anquilosante, doenca de Crohn, psoriase cronica e artrite reumatoide juvenil
(BRAUN et al., 2007; KNIGHT et al., 1993; WEINBLATT et al., 2003). Apesar de eficaz o

tratamento de um Gnico paciente chega a custar de 20 a 30 mil reais por ano na rede publica.
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Além, dos efeitos adversos, como a imunossupressdo, que podem levar o paciente a desistir
do tratamento (Ministério da Saude, 2012).

A sintese de IL-1B, pode ser induzida por TNF-a, esta € uma citocina que modula
intimamente o mecanismo da febre, atuando no hipotalamo, estimula a adeséo de leucdcitos
na fases iniciais da resposta inflamatdria, dentre outras acdes periféricas e sistémicas
(DINARELLO, 1996). O mecanismo de inibi¢c&o natural dessa citocina envolve o blogueio da
ligacdo ao receptor de IL-1B. O anakinra, € um farmaco que bloqueia receptores de IL-1p
usado no tratamento de doencas inflamatorias refratarias (SO et al., 2007).

Mesmo em concentrac¢des baixissimas € possivel perceber os efeitos inflamatorios
causados pela IL-1B. Em nossos experimentos macréfagos desafiados com LPS produziram
uma média de 63 pg/mL de IL-1B. J& os lobophorenos ndo chegaram a produzir metade desse
valor, nem mesmo na concentra¢do de 3,5 UM, o que destaca o potencial inibitério desses
compostos. O DHA usado como controle positivo na concentracdo de 50 uM inibiu pela
metade a producédo de IL-1p. Esse resultado colabora com os estudos feitos por Williams-bey
e colaboradores (2014) que investigaram a inibicdo da IL-1p pelo DHA em macréfagos,
usando a concentragéo de 50 uM. O DHA foi capaz de inibir metade da produgéo de IL-1p,
além de inibir a ativacdo de NFxB e aumentar a autofagia. Borsini e colaboradores (2017)
mostraram também que 10 pM de DHA produziu efeito protetor contra a influéncia
prejudicial da IL-1p na neurogénese do hipocampo humano.

A cascata de TNF-o e IL-1p também desencadeia producdo de IL-6, além do
estimulo causado pelo LPS. A mesma tem conhecida atividade pro-inflamatéria e favorece a
transicdo da inflamacdo aguda em crénica (GABAY, 2006). O tocilizumabe é um anticorpo
monoclonal humanizado que bloqueia a ligacdo da IL-6 ao seu receptor e é um farmaco usado
no tratamento da artrite e da dor radicular (MIHARA et al., 2005; OHTORI et al., 2012).

Os macrofagos desafiados com LPS por 24h produziram quase 400 pg/ml de IL-6
enguanto que os tratados uma hora antes com os compostos 1, 2 e o DHA expressaram
baixissimos niveis. Os lobophorenos na concentragdo de 3,5 UM produziram ambos 12% de
IL-6 quando comparados ao controle LPS. Enquanto, na concentragdo de 35 uM produziram
5,6% e 3,7%, respectivamente, 0 que estatisticamente consideramos a inibicdo total da maior
concentracdo. J& 0o DHA em 50 uM produziu 38,7% de IL-6.

Tan e colaboradores (2018) mostraram os efeitos da suplementagdo com EPA e
DHA em adultos de 50 a 85 anos com alguma condicdo inflamatéria ndo autoimune. Os
pacientes foram tratados com 2,5 g de 6mega 3 por dia, enquanto o grupo placebo foi tratado
com 6leo mineral. A terapia com EPA e DHA teve um efeito redutor significativo nos niveis


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/il1b
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hippocampus
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de IL-6, IL-1B e TNF-a apds 4 semana, e ainda maior apds 8 semanas. Sugerindo entdo que a
suplementacdo dietética do DHA é efetiva para aliviar os efeitos nocivos da inflamacao.

Outro parametro avaliado em nossa investigacdo foi a presenca de IL-10 no
sobrenadante das células pré-tratadas com os compostos e desafiadas com LPS. Estudos
mostraram que a producdo de IL-10 estd aumentada em processos inflamatorios e
desempenha papel imunomodulador nessas condic¢des. A IL-10 é capaz de reduzir os niveis de
producdo de vérias citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 (HOWARD et al.,
1993; KITAGAKI et al., 2006). Assim, regula negativamente os sinais tardios da inflamacéo e
por isso é dita como uma importante citocina anti-inflamatoria (CINTRA et al., 2008; IP et
al., 2017).

A 1L-10 é uma citocina produzida tardiamente por células de macréfagos
desafiados com LPS e tem seu pico de producéo in vitro entre 20 a 48 horas (MALEFYT et
al., 1991; MOORE et al., 2001). Apesar da producéo tardia foi possivel ver a expressdo de
IL-10 nos grupos com LPS em nossos experimentos com 24h de incubacgdo. O tratamento
com os compostos 1 e 2, uma hora antes da ativacdo dos macréfagos pelo LPS produziu
baixos niveis de IL-10 sugerindo que as células foram protegidas do estresse inflamatorio.

O DHA chegou a inibir 36,8 % da producéo de IL-10 comparado com a producéo
do grupo controle LPS, enquanto na concentracao de 35 uM do composto 1 ndo produziu IL-
10 e o 2 inibiu 80,3 %. Os efeitos vistos pelo tratamento com os lobophorenos na
concentracdo de 35 pM indicam um possivel efeito imunossupressor enquanto que nas
concentragdo de 3,5 puM que inibiu citocinas pro-inflamatorias mas, ndo inibiu IL-10 os
compostos parecem expressar um efeito imunodulador.

O grupo de pesquisa da professora Vera Silvestre em colaboracdo com cientistas
da faculdade de medicina do Reino Unido mostrou os efeitos do consumo de até 2,4 g/dia de
DHA por pacientes idosos em uma unidade de terapia intensiva. Nas primeiras 24h notou-se a
baixa producdo de IL-10 enquanto que em 72h a concentracdo da citocina quase triplica.
Nessa situacdo os pacientes ja sofriam algum nivel de inflamagdo, tendo citocinas pro-
inflamatdrias circulantes e 0 DHA estimulou a producéo de IL-10 (BARROS et al.,2014).

Em todos os nossos tratamentos os lobophorenos e DHA foram adicionados antes
da injuria e resultaram na reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatoria, sugerindo um mecanismo de protecdo celular contra a injaria. Contudo, é
necessaria a realizacdo de mais ensaios para elucidar melhor o mecanismo de acdo usado

pelos compostos.
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A inibicdo causada pelos lobophorenos dos mediadores envolvidos na inflamagéo
NO, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10, podem estar associada a reducdo da transcricdo do NF-kB,
um dos principais reguladores da transcricdo dos genes envolvidos na producdo dos
mediadores inflamatorios (GUHA; MACKMAN, 2001). Essa proteina foi inicialmente
relacionada a infecgdes persistentes e cronicas com o0 aumento do risco de cancer. Essa
ligacdo entre inflamacdo e cancer através dessa molécula levou a uma melhor compreensdo da
inflamacdo provocada pelo tumor e seus efeitos sobre a imunidade anticancer (KARIN;
GRETEN, 2005).

As proteinas NF-kB sdo reguladores chave de respostas imunes inatas e
adaptativas e podem acelerar a proliferacdo celular, inibir a apoptose, promover a migracao e
invasdo celular e estimular a angiogénese e a metastase (TANIGUCHI; KARIN, 2018). Em
nossos experimentos esse fator de transcricdo foi detectado através do ensaio imunoblot. Essa
técnica detectar proteinas-chave associadas a diversas vias de sinalizacdo celular. Por isso,
moléculas que atuem nessa via trazem grande relevancia farmacologica (MONISHA et al.,
2016).

A subunidade investigada foi p65 por ser a mais investigada quando se trata de
ativacdo classica do NF-kxB em macrofagos por LPS (CHRISTIAN; SMITH; CARMODY,
2016; YANG et al., 2003). Os dados obtidos sdo preliminares por falta de repeticdes mas,
demonstram a reducdo da expressao relativa do NF-kB-p65, em relacdo ao controle positivo
(LPS). He e colaboradores (2017) demonstraram que o DHA em 50 pM inibiu 50% da
resposta inflamatéria estimulada por LPS em células mamarias bovinas suprimindo a ativacdo
de NF-kB através de um mecanismo parcialmente dependente da ativacdo de receptores
ativados por proliferador de peroxissoma-PPARy (do inglés, Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma).

Em células ndo estimuladas, as subunidades de NF-kB estdo restritas ao
citoplasma na forma inativa, devido aos efeitos inibitorios da ikB impedindo a fosforilagdo de
NF-kB-p65 (MILANOVIC; KRACHT; SCHMITZ, 2014). Nosso controle de LPS aumentou
a expressao desse fator de transcricdo, comparado com o controle negativo, como visto na
literatura (SAKAI et al., 2017). Porém, esse aumento ndo foi detectado quando as células
foram tratadas com os lobophorenos e DHA por 1 hora antes do estimulo. Assim, podemos
sugerir que os lobophorenos agem inibindo a ativagdo causada pelo LPS via NF-kB em
macrdfagos, impedindo a transcri¢do dos genes que participam da resposta inflamatoria.

Dang, Lee e colaboradores (2008, 2009) isolaram varias substancias da alga

Gracilaria verrucosa, dentre elas dois acidos graxos que inibiram a producdo de mediadores
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inflamatorios (NO, TNF-a e IL-6) suprimindo a ativacdo de NF-kB, na concentracdo de 100
UM em células RAW264.7 estimuladas com LPS. Calder, (2017) traz uma revisdao completa
com os mecanismos de acdo do DHA que Ihe permitem inibir varias citocinas inflamatorias e
impedir a ativacdo do NF-kB. Esses efeitos quando combinados através de suplementos
nutracéuticos de 6mega-3 no tratamento de doencas inflamatérias crbénicas melhoram a
qualidade de vida dos pacientes.

Em nossos resultados é possivel notar a poténcia dos lobophorenos frente ao
DHA, sendo esses compostos uma opc¢do nutracéutica de origem nao animal para aliviar o0s
efeitos nocivos da inflamacdo. A ingestdo de alga marinha como fonte de dmega-3 faz parte
da culinéria tradicional asiatica, principalmente japonesa, e é associada a taxa extremamente
baixa de doenca ndo transmissiveis, como doencas inflamatdrias e danos oxidativos causados
por radicais livre (KHATIBZADEH et al., 2016).

O radical livre refere-se ao 4&tomo ou molécula altamente reativo, que contém
namero impar de elétrons em sua Ultima camada eletronica. As espécies reativas de oxigénio
sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Em condigdes fisioldgicas no metabolismo
celular aerébio podem causar muitos danos ao organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990).

As substancias antioxidantes sequestram os radicais livres em excesso que causar
danos ao tecido. Estudos envolvendo esses danos na inflamagdo impulsiona a busca por
substancias com potencial antioxidante e também anti-inflamatério (MELLO FILHO;
HOFFMANN; MENEGHINI, 1984). O estresse oxidativo e condi¢fes de inflamacdo cronica
estdo relacionados a prejuizos neurobiol6gicos como envelhecimento celular acelerado e
neuroprogressdo (MILLER et al., 2017).

Todas as concentracOes testadas dos lobophorenos foram capazes de inibir
significativamente o DPPH. O que sugere que as substancias testadas conseguem sequestrar o
DPPH e reduzir a presenca de radicais livres em solugfes. Dessa forma podem ser
consideradas substancias com potencial antioxidantes.Esse resultado impusiona a investigacao
do potencial anti-inflamatdrio dessas novas moléculas extraidas da alga Lobophora variegata.

O desempenho antioxidante dos lobophorenos foi semelhante ao do DHA e
proximo do potencial mostrado pela vitamina E em inibir o DPPH. O potencial de acidos
graxos poli-insaturados como moléculas antioxidantes € muito explorado como recomendacao
de nutracéuticos para pacientes com doencas progressivas (OLIVERA-PUEYO; PELEGRIN-
VALERO; PUEYO, 2017).
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Gerwick e Fenical (1982), encontraram compostos lipidicos em algas do género
Lobophora. Apesar de compostos lipidicos serem moléculas organicas essenciais nos seres
vivos, a quantidade significativa de acidos graxos poli-insaturados em L. variegata foi
apontada, por Ambrozova e coladoradores (2010), como sendo a responsavel, em partes, por
reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio. Essa investigacdo foi realizada em
células de macréfago murino (RAW264.7) estimuladas com LPS na mesma concentracdo
utilizada em nossos experimentos.

Paiva e colaboradores (2011) encontraram efeito antioxidante em polissacarideos
sulfatados obtidos por extracdo aquosa da alga parda Lobophora variegata em concentracdes
de até 300ug/ml. Essas fucanas, além de serem capazes de reduzir e remover espécies reativas
de oxigénio, como anions superoxido e radicais hidroxila, também diminuiu o TNFa e o
edema da pata de ratos desafiados com zymosan, sugerindo efeito anti-inflamatério na artrite
reumatoide.

Os compostos estudados mostraram significativa relevancia farmacologica devido
a diversidade de aplicacOes terapéuticas, visto que, foram capazes de produzir efeito
citotoxico em células tumorais, atividade moduladora da resposta inflamatéria de macréfagos
estimulados com LPS e potencial antioxidante. Todos os efeitos investigados abrem
perspectivas para busca dos seus alvos moleculares e investigacdo do possivel mecanismo de
protecdo celular, quando aplicados em combinacdo com farmacos antineopléasicos para
potencializar seu efeito sem aumentar a toxicidade comum a esse tipo de tratamento.

O estudo de substancias extraidas de algas da costa cearense além de enriquecer o
conhecimento da biodiversidade local, ainda expande as possibilidades de utilizacdo dessa
alga para fins comerciais e futuro potencial nutracéutico. Contudo, ainda é necessario estudos
que reforcem os resultados obtidos, além de ensaios que certificam seus efeitos em modelos in
Vivo.

O potencial de substancias bioativas derivadas de algas marinhas para tratar
doencas é bastante promissor na industria nutracéutica, além da utilizagdo em medicamentos
fitoterapicos que melhoram os sinais da inflamacdo e danos oxidativos (COLLINS et al.,
2016). O consumo dessas algas marinhas podem proteger as células de muitas doencas
inflamatdrias, cancer e estresse oxidativo. Os fitoquimicos de algas tém o potencial de serem
usados como terapéuticos ou na sintese de analogos estruturais com profunda atividade anti-
inflamatdria e antioxidante (FERNANDO; NAH; JEON, 2016).
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CONCLUSAO

(o]

Os dados apresentados nesse trabalho permitem concluir que:

o Substancias isoladas da alga Lobophora variegata apresentaram citotoxicidade
moderada contra células de adenocarcinoma HCT 116 e ndo apresentaram
citotoxicidade contra macrofagos RAW?264.7 in vitro nas concentracgdes testadas;

o Os lobophorenos isolados da alga L. variegata foram capazes de diminuir a
producgdo de NO por macrdfagos ativados com LPS;

o Ambos os lobophorenos nas concentracbes de 3,5 e 35 UM diminuiram a
producéo de citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 em macréfagos ativados com LPS;

o A concentragéo de 3,5 UM do 1 e 2 ndo diminui a produgédo de IL-10 mas, a de 35
UM diminuiu;

o Ambos os lobophorenos, nas concentragdes de 3,5 e 35 pM, mostraram tendéncia
para diminuir a expressao do fator de transcricdo NF-xB em macrdfagos ativados
com LPS;

o Os lobophorenos, na concentracdo de 35 pM, inibiu DPPH, reduzindo a presenca

de radicais livres em solucao.

A unido desses resultados demonstra o potencial imunomodulador dos
lobophorenos quanto a utilizacdo dos seus efeitos para uso em varias doencas com um
componente inflamatorio. Sendo esses compostos extraidos de alga, eles sdo uma alternativa
vegana ao uso de 6mega 3 extraido de peixes. Além disso, ainda ndo ha trabalhos relatando o
efeito modulador de compostos lipofilicos extraidos da alga parda marinha Lobophora

variegata.
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