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RESUMO

Os canabindides tem se destacado dentre os compostos estudados com potencial efeito
imunomodulador e contra afec¢des autoimunes e inflamatorias. Estes compostos quimicos tém
a capacidade de se ligar a receptores do sistema endocanabindide promovendo as mais diversas
acoes farmacologicas. Eles podem ser denominados de endocanabindides, quando produzidos
endogenamente; fitocanabinoides, presentes naturalmente na planta Cannabis sp., e
canabindides sintéticos, quando obtidos sinteticamente, possuindo similaridade estrutural com
os demais. Nesse contexto, dezenove diésteres de aril-ciclohexanonas e seus derivados,
compostos sintetizadas com base no esqueleto aril-ciclohexano de fitocanabindides, como o
canabidiol (CBD), quanto a polarizacdo, imunomodulacdo e potencial anti-inflamatdrio in vitro,
utilizando a linhagem celular de macréfagos RAW 264.7. Como teste de triagem, foi realizada
a verificacdo da viabilidade celular e citotoxicidade dos 19 compostos em estudo. Em seguida,
calculou-se a CCio de cada composto (concentracdo minima necessaria para matar 10% da
populagdo celular), utilizada como ponto de corte para o teste posterior, onde foi possivel
verificar a capacidade inibitoria dos compostos sobre a producao de 6xido nitrico (NOx). Sendo
assim, os compostos que apresentaram efeito sobre este mediador inflamatdrio, ou seja, que
inibiram 50% dos metabdlitos do 6xido nitrico quando comparados ao controle inflamado
(LPS), foram submetidos aos testes de imunomodulacdo. A atividade anti-inflamatéria dos
compostos foi mesurada através da capacidade dos compostos em inibir a produgdo das
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-12p70, MCP-1, TNF-a, IFN-y) e aumentar a
producao de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13). Diante do resultado apresentado
frente a inibicdo ou producdo das citocinas, o melhor composto foi selecionado. Com o
composto final, foi avaliada a apoptose e fagocitose celular frente a macrofagos RAW 264.7.
Além disso, verificou-se a expressdao dos marcadores CD206 (receptor de manose), CD284
(receptor TLR4) e a capacidade do composto em reduzir a fosforilagdo da subunidade p65 do
NF-«B. Os resultados do primeiro teste de triagem demonstraram que, dos dezenove compostos
testados, apenas seis (compostos 1, 2, 4, 7, 10 e 11) ndo apresentaram citotoxicidade frente a
linhagem celular estudada, e consequentemente, mostraram uma alta viabilidade celular.
Quando submetidos ao teste do NO, apenas trés compostos (1, 4 e 7) inibiram o mediador
inflamatorio de forma significativa. Avaliando-se a capacidade de reduzir as concentragdes das
citocinas pro-inflamatérias e aumentar a producao das citocinas anti-inflamatorias o composto
4 (1 uM) apresentou os melhores resultados. O composto também reduziu a apoptose celular
de macréfagos, aumentou a expressao do marcador CD206 (receptor de manose) € a0 mesmo
tempo diminuiu a expressdo de CD284 (receptor TLR4) na superficie destas células. O
composto 4 aumentou a capacidade fagocitica dos macrofagos e inibiu significativamente a
fosforilagdo da subunidade p65 da via NF-kB. Em conclusdo, o composto 4, identificado como
dietil-4-hidroxi-2-(4-metoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1-3-dicarboxilato, da classe de
diésteres de aril-ciclohexanonas demonstrou um efeito anti-inflamatdrio significativo ao
mesmo tempo que apresentou a capacidade de transformar fenotipicamente os macrofagos do
fen6tipo M1 (pro-inflamatério) para o fenotipo M2 (anti-inflamatorio), levando-nos a
hipotetizar que o principal mecanismo de acdo anti-inflamatoria desta molécula esté ligado a
sua capacidade de modulagao imunoldgica.

Palavras-Chave: Inflamacdo; técnicas in vitro, receptores; sintese; dicarboxilatos de aril-
ciclohexanonas.



ABSTRACT

Cannabinoids have stood out among the compounds studied with a potential
immunomodulatory effect and against autoimmune and inflammatory diseases. These chemical
compounds have the ability to bind to receptors of the endocannabinoid system, promoting the
most diverse pharmacological actions. They can be called endocannabinoids when produced
endogenously; phytocannabinoids, naturally present in the Cannabis sp. plant, and synthetic
cannabinoids, when obtained synthetically, having structural similarity with the others. In this
context, nineteen aryl-cyclohexanones diesters and their derivatives, compounds synthesized
based on the aryl-cyclohexane skeleton of phytocannabinoids, such as cannabidiol (CBD),
regarding polarization, immunomodulation and anti-inflammatory potential in vitro, using the
cell line of RAW 264.7 macrophages. As a screening test, the verification of cell viability and
cytotoxicity of the 19 compounds under study was carried out. Then, the CCio of each
compound was calculated (minimum concentration necessary to kill 10% of the cell
population), used as a cutoff point for the subsequent test, where it was possible to verify the
inhibitory capacity of the compounds on the production of nitric oxide (NOx). Thus, the
compounds that showed an effect on this inflammatory mediator, that is, that inhibited 50% of
the nitric oxide metabolites when compared to the inflamed control (LPS), were submitted to
immunomodulation tests. The anti-inflammatory activity of the compounds was measured
through the ability of the compounds to inhibit the production of pro-inflammatory cytokines
(IL-1B, IL-6, IL-12p70, MCP-1, TNF-a, IFN-y) and increase the production of anti-
inflammatory cytokines (IL-4, IL-10, IL-13). In view of the results presented regarding the
inhibition or production of cytokines, the best compound was selected. With the final
compound, cellular apoptosis and phagocytosis against RAW 264.7 macrophages were
evaluated. Furthermore, the expression of the markers CD206 (mannose receptor), CD284
(TLR4 receptor) and the ability of the compound to reduce the phosphorylation of the p65
subunit of NF-xkB were verified. The results of the first screening test showed that, of the
nineteen compounds tested, only six (compounds 1, 2,4, 7, 10 and 11) did not show cytotoxicity
against the cell line studied, and consequently, showed high cell viability. When submitted to
the NO test, only three compounds (1, 4 and 7) significantly inhibited the inflammatory
mediator. Evaluating the ability to reduce the concentrations of pro-inflammatory cytokines and
increase the production of anti-inflammatory cytokines, compound 4 (1 uM) showed the best
results. The compound also reduced macrophage cell apoptosis, increased the expression of the
marker CD206 (mannose receptor) and at the same time decreased the expression of CD284
(TLR4 receptor) on the surface of these cells. Compound 4 increased the phagocytic capacity
of macrophages and significantly inhibited the phosphorylation of the p65 subunit of the NF-
kB pathway. In conclusion, compound 4, identified as diethyl-4-hydroxy-2-(4-
methoxyphenyl)-4-methyl-6-oxocyclohexane-1-3-dicarboxylate, from the class of aryl-
cyclohexanones diesters demonstrated an anti- significant inflammatory while showing the
ability to phenotypically transform macrophages from the M1 phenotype (pro-inflammatory)
to the M2 phenotype (anti-inflammatory), leading us to hypothesize that the main mechanism
of anti-inflammatory action of this molecule is linked to its immune modulation capacity.

Key Words: Inflammation. /n vitro techniques. Receivers. Synthesis. Aryl-cyclohexanones
dicarboxylates.
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1INTRODUCAO

1.1 Cannabis sp... PROPRIEDADES MEDICINAIS

Cannabis sativa ¢ uma das plantas cultivadas mais antigas do mundo, originaria do
sudeste e centro da Asia (BONINI et al., 2018). A planta tem sido usada para fins medicinais e
psicotropicos ha milhares de anos, sendo um reservatorio de compostos com propriedades
benéficas (MORALES, HURST E REGGIO, 2017). Até o momento, mais de 500 compostos,
como canabinoides, flavonoides, terpenos e acidos graxos, foram identificados nas folhas e
flores da planta (GOULD, 2015).

Os mais de 120 metabolitos secundarios terpenofendlicos sao chamados de
fitocanabinodides, incluindo o A9-tetrahidrocanabinol (THC), o canabidiol (CBD) e o
canabigerol (CBG), podendo ser distinguidos dos canabinodides enddgenos (endocanabindides)
e sintéticos (ROCK, PARKER, 2021). Dentre os fitocanabinéides, o THC e o CBD sdo os mais
importantes. O THC ¢ o principal composto psicoativo, enquanto o CBD ¢ desprovido de
atividade psicotropica e apresenta inimeros beneficios farmacologicos (MORALES, HURST
E REGGIO, 2017). A planta também contém outros fitocanabindides, como o canabinol (CBN),
o primeiro canabinoide a ser isolado (WOOD, SPIVERY, 1899), o CBG, o canabicromene
(CBC) e a canabidivarina (CBDV). Embora esses canabinoides sejam menos estudados, eles
também podem ter potencial interesse farmacologico (ALVES et al, 2020).

Os fitocanabinoides presentes na planta atuam ligando-se aos receptores canabindides,
bem como a outros sistemas receptores. A planta e seus constituintes tém sido indicados como
compostos terapéuticos em varias condi¢cdes médicas, como dor, ansiedade, epilepsia, nuseas,
vOmitos e transtornos de estresse pos-traumatico (MORALES, HURST E REGGIO, 2017).
Dentre estes, destaca-se o fitocanabindide mais conhecido da planta, o CBD, que se trata de um
composto terpenofendlico de vinte € um carbonos que possui varios alvos moleculares. As
evidéncias de que o CBD tem promessa terapéutica, derivam em grande parte de estudos pré-
clinicos com células e roedores, que sugerem que o fitocanabindide pode ser neuroprotetor,
cardioprotetor e anti-inflamatdrio (ALVES, 2020).

Atualmente, tanto a planta quanto seus fitocanabinoéides, isolados ou em combinagao,

sao utilizados em diversas condi¢gdes patoldgicas. J& existem medicamentos a base de
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canabindides aprovados, como Nabiximois (Sativex®), uma mistura 1:1 de THC e CBD para
aliviar a rigidez muscular e dor neuropatica na esclerose multipla (KEATING, 2017). Muitos
medicamentos sintéticos analogos de THC, como o Dronabinol (Marinol®) e Nabilona
(Cesamet®), para controlar vOmitos e nduseas em pacientes oncologicos que nao respondem
aos antieméticos convencionais, sdo popularmente utilizados (BRAMNESS et al., 2018; URITS
etal., 2019). Além disso, o 6leo derivado de CBD (Epidiolex®) foi recentemente aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de algumas condi¢des pediatricas,
como as sindromes de Lennox-Gastaut e Dravet, refratarias as terapias convencionais (CHEN,

BORGELT E BLACKMER, 2019).
1.1.1 Sistema Endocanabinodide

O sistema endocanabindide se trata de um importante sistema molecular responsavel
pelo controle da homeostase do organismo e esta se tornando um alvo cada vez mais popular
na farmacoterapia. Os endocanabinoides podem se ligar ao sistema endocanabindide, e
pertencem a um grande grupo de compostos com estrutura e atividade bioldgica semelhantes,
que sao ésteres, éteres e derivados de amidas de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
como o acido araquidonico (BATTISTA et al., 2012).

Os receptores canabindides (CBRs) CB1 e CB2 pertencem a familia acoplada a
proteina G, descobertos pela primeira vez em 1990, em cérebros de ratos (PERES et al., 2018).
Os receptores canabinodides do tipo 1 sdo expressos predominantemente no cérebro e no sistema
nervoso central (SNC), podendo ser encontrados em niveis mais baixos nos nervos periféricos,
tecidos reprodutivos, trato gastrointestinal, rins, figado, sistema cardiovascular, pulmonar,
células imunoldgicas e demais tecidos (DA SILVA et al., 2018). Em 1993, foi relatado que o
receptor canabindide do tipo 2 (CB2), encontrado predominantemente expresso em células
imunes (YANG et al.,, 2014; HAMMEL et al.,, 2016). As enzimas metabdlicas, os
endocanabinoides e os receptores canabindides constituem o sistema endocanabinoide (ECS),
que nos ultimos anos tem ganhado énfase por possuir um papel importante na fisinloeia
humana, como no apetite, ritmo circadiano, inflamacao, estresse, dor e reproducao (V
DIERS E LANDAR, 2012; WU, HAN, 2010).

As evidéncias de que o sistema endocanabinoide apresenta efeitos imunomoduladores

geraram a teoria de que os canabinodides exdgenos e sintéticos também podem ter efeitos
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imunossupressores, sendo uma potencial terapia para doencas autoimunes e inflamatorias
(CABRAL, STAAB, 2005; KUMAR et al., 2001; BERDYSHEYV, 2000). Desde entdo, varios
estudos sobre esta associagao estao sendo realizados, onde foi demonstrado que os canabinéides
exdgenos exercem suas propriedades imunossupressoras por meio da inducdo de apoptose,
inibi¢cdo da proliferacdo celular, inibigdo de citocinas pro-inflamatorias, produgdo de citocinas,
quimiocinas ¢ indugdo de células T reguladoras (CABRAL, STAAB, 2005; KUMAR et al.,
2001; BERDYSHEYV, 2000; WU et al., 2012). Além disso, demais estudos demonstraram que
canabindides exogenos ¢ seus derivados podem regular a diferenciacdo de fendtipos de
macrofagos do tipo 1 (M1) em macrofagos do tipo 2 (M2) (MONTECUCCO, BURGER E
MACH, 2008; WALTER et al., 2003).

1.1.2 Canabinoides Sintéticos

Os derivados canabindides podem ser classificados em trés tipos: Canabinoides
derivados da planta Cannabis Sativa L.; Canabinoides endogenos, produzidos pelo proprio
organismo, como a anandamida e o 2-araquidonoilglicerol; e os canabindides sintéticos (DA
SILVA et al., 2018). Todos esses derivados canabinodides tem a capacidade de se ligar a
receptores endocanabinodides acoplados a proteina G, os receptores CB1 e CB2 (YANG et al.,
2014). Os canabindides sintéticos sao um grupo heterogéneo de compostos desenvolvidos com
estrutura molecular similar aos canabindides derivados da planta e endocanabinodides, que tem
a capacidade de sondar o sistema endocanabindide enddgeno e apresentam potencial
terapéutico (WALL et al., 2012).

A descoberta da relevancia terapéutica do sistema endocanabinoide levou a
identificagdo de varias substancias sintéticas cannabindides. Estratégias para o
desenvolvimento de canabindides sintéticos incluem compostos que ativam ou bloqueiam
seletivamente CB1 e CB2, moléculas que podem atuar como moduladores alostéricos ou
agonistas tendenciosos desses receptores, inibidores das enzimas metabolicas (amida hidrolase
de 4acido graxo — FAAH; ou monoaglicerol — MAGL), bem como o desenvolvimento de
compostos que atuam em receptores canabindides periféricos (MORALES, JAGEROVIC,
2018).

Desta forma, os compostos sintéticos em estudo, conhecidos como diésteres de aril-

ciclohexanonas monocarboxiladas, tratam-se de estruturas moleculares similares aos
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canabindides conhecidos, possuindo em sua estrutura um grupamento ciclico de seis carbonos
com um grupo funcional principal, cetona. Segundo Honorio e colaboradores (2006), a cadeia
lateral de uma estrutura canabinoide pode ter seu comprimento lateral ligado ao anel carbonico
modificado sem perda de atividade e ramificagdes nesta cadeia aumentam a poténcia. A adi¢ao
de cadeias laterais ao anel carbonico também pode ser realizada via um atomo de oxigénio
(formando um éter) sem perda de atividade (HONORIO et al., 2006).

Esses compostos sintéticos visam fornecer efeitos terapéuticos otimizados e perfil
farmacocinético imunomodulatério, a0 mesmo tempo em que reduzem agdes colaterais
indesejaveis. Como exemplo de um canabindide sintético, temos a Nabilona (Cesamet®), um
analogo de dimetilheptilo do THC, que foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
em 1985, mas comecou a ser comercializado nos Estados Unidos apenas 2006. Este canabindide
¢ aprovado e usado principalmente para o tratamento de nduseas e vomitos induzidos por
quimioterapia para pacientes que ndo respondem aos antieméticos convencionais; € para
anorexia e perda de peso em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).
Além disso, estudos sugeriram que a Nabilona em pacientes com fibromialgia é capaz de

reduzir a dor e melhorar a qualidade de vida (SKRABEK et al., 2008).
1.2 PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatorio ¢ uma resposta protetora contra diversos fatores que
desequilibram a homeostasia do organismo. As respostas inflamatorias locais e sistémicas
visam eliminar o agente lesivo, promovendo a reparagdo e estabelecendo memoria imunolédgica
(FULLERTON E GILROY, 2016). Além disso, protege os tecidos contra infeccdes, estresse
tecidual e injurias diversas, tais como produg¢do de citocinas e eicosanoides, que induzem uma
miriade de acontecimentos bioldgicos (KOTAS, MEDZIHITOV, 2015). A inflamagdo ¢,
portanto, um mecanismo de defesa vital para a saide (NATHAN E DING, 2010).

A inflamacdo envolve uma rede complexa de cascatas de sinalizagdo celular e
molecular direcionadas para o reparo, regeneragao e homeostasia do tecido ou 6rgao (KUMAR,
2017). De forma classica, os eventos celulares e moleculares envolvidos na resposta
inflamatoéria sdo bem conhecidos e tipicamente caracterizados por aumento do fluxo sanguineo,
dilatagdo capilar, infiltracao de leucocitos, produgdo de mediadores quimicos que resultam nos

sinais cardinais da inflamag¢@o: Rubor, dor, calor, edema e a perda de funcado (PUNCHARD,
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WHELAN E ADCOCK, 2004). A resolucdo inadequada deste processo gera quadros de
inflamacao cronica, dano tecidual irreversivel e desregulacao da capacidade cicatricial do 6rgao

atingido (SUGIMOTO et al., 2016).

Figura 1 - Eventos celulares que caracterizam uma resposta inflamatoria.
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Componentes da resposta inflamatoria, aguda e cronica e suas principais fungdes. Recrutamento celular e seus
eventos que caracterizam uma resposta inflamatoria e consequentemente geram os sinais tipicos da inflamagao:
Vasodilatacdo com aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade, quimiotaxia e proliferacdo de
células inflamatorias com producio de mediadores quimicos. FONTE: ABBAS (2019).

O processo inflamatorio inicia-se com a producdo de mediadores inflamatorios
soluveis; como citocinas, radicais livres, aminas vasoativas e eicosandides, como
prostaglandinas; por células residentes, isto ¢, macréfagos de tecido, células dendriticas (DCs),
linfocitos, células endoteliais, fibroblastos ¢ mastocitos no tecido lesado ou infectado
(FULLERTON E GILROY, 2016). Simultaneamente, as moléculas de adesdo celular sdo
reguladas positivamente nos leucocitos circulantes e nas células endoteliais, promovendo a
exsudacao de proteinas e o influxo de granuldcitos do sangue (Figura 1) (KOTAS et al., 2015).

A resolugdo da inflamagao classicamente ocorre através de uma cascata de processos
complexos e rigidamente regulados, onde, primeiramente, os agentes que desencadearam a
resposta inflamatoria sao eliminados. Em seguida, a sintese de mediadores pré-inflamatorios €
suspensa, interrompendo o recrutamento de leucocitos e a formacdo de edema (NATHAN,

2006). Posteriormente, as células imunes sao eliminadas do tecido e os leucocitos inflamatérios
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podem reentrar na circulagdo sist€émica, onde muitos polimorfonucleares sofrem apoptose ou
necrose local e subsequente eferocitose por macréofagos (BUCKLEY et al., 2013).

Logo, a diferenciagdao de macrofagos de células classicamente ativadas (M1) para
células alternativamente ativadas (M2), o retorno de células ndo apoptoticas a linfa e,
finalmente, o inicio dos processos de cura, fazem parte da resolugdo do processo inflamatorio
(NATHAN, 2006; FULLERTON E GILROY, 2016). Juntos, esses eventos evitam danos
excessivos ao tecido e desenvolvimento de inflamagdo cronica sem resolu¢do, resultando na
homeostasia do organismo anteriormente lesado. Sendo assim, a falha de uma ou mais etapas
na resolu¢do da inflamacdo pode estar envolvida na patogénese de varias doencas inflamatorias

cronicas humanas (LAWRENCE E GILROY, 2007).
1.3 MACROFAGOS

Macroéfagos sdo uma populacido heterogénea de fagocitos mononucleares, sendo as
principais células envolvidas no processo de inflama¢do (ZHENG et al., 2013). Originarios de
mondcitos produzidos na medula éssea, os macréfagos possuem papel importante em uma
variedade de processos celulares, na homeostasia, quimiotaxia e eliminagcdo de detritos
celulares, direcionando a ativagdo de células T e sofrendo polarizacao de fenotipos pro-
inflamatérios a anti-inflamatorios por meio de sua plasticidade (BELCASTRO et al., 2015;
WYNN et al., 2013). Quando ocorre o dano a homeostasia do organismo, neutrdfilos sao as
primeiras células imunes recrutadas para o local, agindo por meio de fagocitose celular e
liberacdao de proteases. A medida que sofrem apoptose e eliminam os residuos celulares, os
neutréfilos comegam a liberar sinais que recrutam monocitos circulantes e macrofagos
residentes no tecido (WRIGHT et al., 2010).

Estas células sdo as maiores produtoras de mediadores pro-inflamatorios,
apresentando a capacidade de responder rapidamente aos padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) que incluem lipopolissacarideos (LPS) liberados pela parede celular de
bactérias Gram-negativas. Um dos responsaveis pelo reconhecimento de PAMPs sdo os
receptores do tipo Toll (TLRs), pertencentes a familia dos receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs). Dentro da familia dos receptores do tipo 7oll, encontram-se os TLR-4,
principais responsaveis pelo reconhecimento das moléculas de LPS. Apos distinguir este

PAMP, os TLR-4 ativam diversas vias, incluindo MyD88 e membros da familia IL-1, que
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culminam na migracao do NF-kB para o nicleo. Além disso, ocorre a ativagdo das MAPK e
inducdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias (KAWAI, AKIRA, 2011).

Embora os macrofagos demonstrem uma grande quantidade de heterogeneidade dentro
dos estados de ativacdo em um processo inflamatério (ELIGINI et al., 2015; LAWRENCE E
NATOLI, 2011), eles podem ser classificados através de sua a¢do pré ou anti-inflamatoria, ou
seja, macrofagos classicamente ativados (tipo M1 ou proé-inflamatorio) e macrofagos ativados
alternativamente (tipo M2 ou anti-inflamatorios) (HAMIDZADEH, 2017), como visto na
Figura 2.

Figura 2 - Polarizagdo de macréfagos em seus fendtipos, pro-inflamatoério (M1) e anti-
inflamatério (M2).
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Polarizagdo de macrofagos em M1 e M2. Onde a ativagao classica, ou o estado pro-inflamatério compreendem
um estado inflamatério, culminando em citotoxicidade e dano tecidual, enquanto a ativagao alternativa, ou seja,
o fenétipo anti-inflamatorio compreende um estado de supressdo do sistema imune e reparo tecidual. FONTE:
Elaborada e traduzida pela autora, adaptada de MURRAY E WYNN (2011).

Macrotfagos pro-inflamatorios, ou do fenotipo M1, tem capacidade reparatoria,
defendendo o organismo contra diversos patdogenos como bactérias, protozodrios e virus. Sendo
assim, macrofagos M1 ativados via TLRs passam a expressar altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, além de iniciar a sintese de grandes quantidades de 6xido nitrico (GUO et al.,

2016). Esses macrofagos polarizados sao tipicamente induzidos por citocinas Th1l, como IFN-
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v € TNF-a, ou por reconhecimento de lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Esses macrofagos
produzem e secretam niveis mais elevados de citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-1a, IL-1J,
IL-6, IL-12, IL-23 e ciclooxigenase-2 (COX-2) e niveis baixos de IL-10 (BROWN et al., 2012).
Essas atividades promovem o recrutamento adicional de células imunes para o local da lesdo,
fornecem resisténcia inicial contra patdégenos e provocam uma resposta pro-inflamatoria
dependente do tecido onde residem (NATOLI, 2011). Funcionalmente, os macréfagos M1
participam na remog¢do de patdgenos durante a infeccdo por meio da ativagdo do sistema de
fosfato de dinucleotideo nicotinamida adenina (NADPH) oxidase, e geracao subsequente de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Portanto, o macréfago M1 tem atividade antimicrobiana
e antitumoral robusta e medeia o dano ao tecido induzido, prejudicando a regeneracao do tecido
e a cicatrizacdo de feridas. Para se proteger contra esse dano tecidual, a resposta inflamatoria
cronica ¢ inibida por mecanismos reguladores impulsionados pela fun¢@o anti-inflamatéria dos
macrofagos M2 (BASHIR et al., 2016; MURRAY, 2016; WANG, LIANG, ZEN, 2014; SICA
etal., 2015).

Alternativamente, macrofagos M2 possuem funcdo anti-inflamatoria, polarizam por
Th2 e citocinas IL-4 e IL-13. Possuem papel regulador no processo de reparacao e cicatrizagao
tecidual (MURRAY, WYNN, 2011). Este fenotipo € gerado principalmente durante a fase de
resolugdo da inflamacao ou em resposta a IL-4 e IL-13 devido ao seu papel na imunossupressao
da resposta imune inflamatéria (WRIGHT et al., 2010). Os macréfagos M2 tém um perfil de
citocinas anti-inflamatorias, que se caracteriza pela baixa produgdo de IL-12 e alta produgao de
IL-10 e TGF-p (KUROWSKA-STOLARSKA et al, 2009; JETTEN et al, 2014).
Funcionalmente, os macrofagos M2 tém a capacidade de potencializar a fagocitose, limpar
detritos e células apoptoticas, promover o reparo de tecido e a cicatrizagdo de feridas e possuem
propriedades pro-angiogénicas e pro-fibroticas (SICA, MANTOVANI, 2012; WANG et al.,
2014).

Neste sentido, a linhagem celular de macrofagos murinos RAW 264.7 possui destaque
importante na ciéncia. A linhagem de macrofagos RAW 264.7 foi isolada em 1978, sendo
estabelecida a partir de um tumor induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson em
camundongos da espécie BAB/14 (RASCHKE et al., 1978). Sdo aderentes e apresentam facil
propagacao e multiplicagdo, além de forte adsorcao e fagocitose de antigenos in vitro e podem

responder a estimulagdo de antigenos e liberacdo de mediadores imunomoduladores e anti-



28

inflamatoérios relacionados, como 6xido nitrico, citocinas pré e anti-inflamatérias (LEE, LIM,
2008). Sao utilizadas em diversos modelos pr6 e anti-inflamatorios, ajudando na predi¢ao do
potencial efeito de novas substancias em modelos in vitro de culturas de células primarias. A
resposta e desempenho destes novos compostos a partir de modelos experimentais com células
RAW 264.7 reflete seu potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos (MERLY,

SMITH, 2017).
1.3.1 TLRs e Inflamacao

Os receptores do tipo Toll (TLRs) sdo expressos por quase todos os tipos de células
imunes inatas, incluindo células epiteliais, células endoteliais, células imunes mieloides e
linfoides (SCHLEIMER et al., 2007). Os TLRs formam uma familia separada de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) compreendendo dois dominios principais caracterizados
por repeti¢des ricas em leucina (LRRs) e pelo dominio do receptor 7oll (TIR) (KAWAI E
AKIRA, 2010).

Um total de 10 TLRs funcionais (TLRI-TLR10) (KUMAR, 2018), expressos na
superficie celular das células imunes e nas organelas citosolicas, incluindo lisossomas,
endossomos, endolisossomos e fagossomos (SCHLEIMER et al., 2007, KUMAR, 2018).
TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 e TLR10 sdo expressos na superficie celular de células
imunes inatas normalmente, porém, TLR4 e TLR2 também se expressam intracelularmente em
células endoteliais, células epiteliais e DCs (KUMAR, 2018).

A ativacdo da sinalizag¢do dos receptores do tipo TLR se da na presenca de patogenos,
sendo eles bactérias, virus, fungos e parasitas. Onde padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) sdo reconhecidos pelos receptores, como por exemplo, o
lipopolissacarideo (LPS), ligante do receptor TLR4, que ativa o fator nuclear kappa B (NF-kB)
para iniciar o evento pro-inflamatorio induzindo a liberacdo de varias citocinas pro-
inflamatoérias, como IL-1, IL-6, TNF-a, dentre outras, e interferons tipo 1 (IFNs) juntamente
com a geracao de radicais livres, incluindo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e

RNS) (KAWAI E AKIRA, 2010; KUMAR, 2018).

1.3.2 Receptor de Manose (CD206)
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O receptor de manose (CD206) ¢ um membro da familia de receptores de
reconhecimento de padrao inato € um receptor de lectina tipo C (CLR), expresso principalmente
na superficie de células de macrofagos polarizados M2, células dendriticas (DCs) e endotélio
ndo vascular (MARTINEZ-POMARES, 2012; DESCH et al., 2016). Os papéis atribuidos a esse
receptor sdo importantes € numerosos, tanto na recogni¢do imune, quanto na resposta imune
adaptativa (NIELSEN et al., 2019). Logo, estes receptores sao estimulados durante a inflamagao
e participam da elimina¢@o de moléculas endogenas (fagocitose de bactérias, fungos, parasitas,
virus e alérgenos), promocao da apresentacdo de antigenos, a modulagdo da ativagdo e do

trafego celular (RODGAARD-HANSEN et al., 2014; WEAVER et al., 2006).
1.4 OXIDO NITRICO

O ¢6xido nitrico (NO) foi inicialmente descrito como um mediador fisioloégico do
relaxamento das células endoteliais, com papel importante na hipotensdo. Se trata de um
mensageiro intercelular reconhecido como um dos mais versateis do sistema imunologico. As
células do sistema imunologico inato tais como, macréfagos, neutrofilos e natural killers (NK),
utilizam de receptores para reconhecer os padroes moleculares associados aos patégenos. Os
macrofagos ativados, entdo, inibem a replicacdo do patdogeno ao liberar uma variedade de
moléculas efetoras, incluindo o NO, de extrema importincia na defesa do sistema imune

(TRIPATHI et al., 2007).

Figura 3 - Os principais efeitos do NO produzidos durante a liberagao das isoformas da NOS
no organismo humano.
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O o6xido nitrico ¢ um radical gasoso altamente reativo ao oxigénio, tendo papel
fundamental na regulagdo do tonus muscular, agregacdo plaquetaria, neurotransmissao e
vasodilatacdo (GARCIA-ORTIZ E SERRADOR, 2017). O NO ¢ sintetizado a partir do
aminodcido L-arginina por uma familia de enzimas durante o processo inflamatorio, a 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), por meio de uma rota metabolica conhecida como via L-
arginina-NO (MONCADA, HIGGS, 2012). Como visto na Figura 3, sdo conhecidas trés
isoformas de enzimas conversoras: NOS endotelial e neuronal (eNOS e nNOS), que sdo
constitutivas e dependentes de calcio (Ca?+) e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS/NOS2)
que ¢ considerada induzivel e independente de Ca*+. A enzima iNOS ¢ expressa em grandes
quantidades em resposta a estimulos pro-inflamatorios (PRADHAN, 2018). Ainda, a expressao
de 6xido nitrico induzivel (iNOS) ocorre também em condi¢des patoldgicas, sendo produzida
de maneira rapida e continua. Durante a inflamagao por exemplo, a iNOS ¢ considerada como
uma enzima prejudicial, responsavel por causar danos teciduais, formagdo de edemas e

infiltrado celular (LIND et al., 2017).
1.5 CITOCINAS

O processo inflamatorio ¢ controlado por reguladores extracelulares que incluem
citocinas e quemocinas, fatores de crescimento, eicosanoides (como as prostaglandinas),
complemento e peptideos, que medeiam tanto o recrutamento de células para o tecido lesionado
quanto os mecanismos complexos que controlam a sinalizacdo intracelular que caracterizam
respostas inflamatorias (TURNER et al., 2014). Esses eventos extracelulares sdo combinados
por mecanismos de controle de sinalizacdo intracelular igualmente complexos, governados pela
capacidade das células de se reunir e desmontar uma matriz complexa de vias de sinalizagdo a
medida que passam de fungdes inativas para fungdes dedicadas no local da resposta inflamatoria
(SUGIMOTO et al., 2016). As citocinas possuem a capacidade de se ligar a receptores de
células, ocasionando desta forma, uma cascata de sinalizacdes que modificam e alteram
diretamente a fun¢do celular, dentre elas, a regulacdo de genes e seus fatores de transcri¢ao.
Dentre as citocinas envolvidas na deflagracdo e manutencdo, bem como resolu¢do do processo
inflamatoério, destacam-se as interleucinas (IL): IL-1B, IL-12p70, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13; o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o interferon gama (IFN-y) e a proteina quimioatraente

para mondcitos 1 (MCP-1) (TURNER et al., 2014).
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1.5.1 Interleucinas

As interleucinas do tipo 1 (IL-1) sdo expressas por varios tipos celulares, como
macrofagos e mondcitos (BORASCHI et al., 2011). Dentre as interleucinas do tipo 1, a IL-1
¢ uma potente citocina pro-inflamatéria com efeito estimulador nas células T CD4+,
promovendo a diferenciagdo em linhagens de células T auxiliares (Thl7 e Thl)
(SANTARLASCI et al., 2013). A estimulagao de receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), incluindo receptores TLRs, pode ser induzida por moléculas virais e microbianas, que
por sua vez, pode levar a inducao da expressdo de IL-18 (BRENNAN, BOWIE, 2010; KAWALI
E AKIRA, 2011).

A interleucinas 4 e 13 (IL-4 e a IL-13) sdo citocinas relacionadas a regulacdo de muitos
aspectos da inflamagdo alérgica e resposta inflamatoéria do tipo Th2. Elas desempenham papéis
importantes na regulacdo das respostas de linfocitos, células mieloides e células nao
hematopoiéticas. Em células T, IL-4 induz a diferenciagdo de células T CD4+ virgens em
células Th2, e em células B, a IL-4 conduz a mudanca de classe de imunoglobulina (Ig) para
IgG1 e IgE, e em macrofagos, IL-4 e IL- 13 induzem ativagdo alternativa de macrofagos do
tipo M2 (JUNTTILA, 2018).

A interleucina 6 (IL-6) ¢ altamente ¢ produzidas por células do sistema imune e
encontrada em altos niveis em tecidos inflamatdrios, secretada por células tumorais, células
imunologicas e fibroblastos. Produzida em condi¢cdes normais também auxilia na resposta a
infeccdes e lesdes teciduais, contribuindo para a defesa do hospedeiro durante a resposta
inflamatéria aguda. (SUGIMOTO, 2016). Embora sua produgdo seja estritamente controlada
por mecanismos transcricionais e pos-transcricionais, a sintese continua e desregulada de IL-6
exerce um efeito patologico durante processos de inflamagdes cronicas e autoimunes. Desta
maneira, concentracdes elevadas de IL-6 pode estar associada a uma grande gama de doencas
inflamatorias (TANAKA, NARAZANI, KISHIMOTO, 2014).

J& a interleucina 10 (IL-10), possui papel anti-inflamatério e imunossupressor, sendo
produzida principalmente por células T reguladoras, células B, macréfagos e células dendriticas
(SZIKSZ et al., 2015). A interleucina 12 (IL-12p70), se trata de uma proteina critica para o
inicio e progressao das respostas do tipo Thl, e tem como alvo antigenos intracelulares,

participando da resposta imune a tumores (LI, et al. 2005), parasitas intracelulares, fungos,
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bactérias e virus (POLLARA et al., 2005). A IL-12 ¢ frequentemente a primeira citocina
liberada pelas células imunes ap6s a exposi¢cdo do antigeno no microambiente e ¢ fundamental

para o inicio e polarizacao da resposta imune (TRINCHIERI, 2003).
1.5.2 Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) promove a inflamagdo via transcricdo do fator
nuclear kB (NF-kB), regulando sua migragado para o nucleo intracelular (ZHU et al., 2018). Sua
participacdo no desenvolvimento de diversas patologias ¢ bem conhecida, estando diretamente
relacionadas com quadros de sepse, diabetes, cancer, artrite reumatdide e inflamagdes
intestinais. O TNF-a ¢é produzido durante a inflamagao por células do sistema imunoldgico,
como macrofagos e mondcitos. Estd presente na resisténcia a patdégenos, desencadeamento da
imunidade antitumoral, até a regulacdo do sono, afetando esses processos ativando uma
variedade de vias, incluindo NF-kB, Erk, MAPK e PLA2 (IDRISS, NAISMITH, 2000).

E um mediador inflamatério potente na agdo inflamatéria do sistema imunoldgico
inato, incluindo a indugdo da producdo de citocinas, ativagdo ou expressao de moléculas de
adesdo e estimulacdo do crescimento (LOCKSLEY, 2001). Estimula a proliferacao de células
normais, exerce atividade citolitica ou citostatica contra células tumorais e causa efeitos
inflamatoérios, antivirais e imunorreguladores (GUPTA, 2002). O TNFa também demonstrou
realizar uma série de funcgdes adicionais ligadas ao metabolismo lipidico, coagulacado,
resisténcia a insulina e fun¢do endotelial. De fato, tem se mostrado uma das citocinas mais

importantes que medeiam as respostas inflamatorias e imunes (LOBITO et al., 2011).
1.5.3 Interferon y (IFN-y)

O interferon y (IFN-y) ¢ uma das citocinas derivadas do sistema imunoldgico nas
respostas imunes inatas e adaptativas. Aumentando a ativacdo inflamatoria de macréfagos e a
apresentacao de antigenos. Ela regula a imunidade contra patégenos intracelulares (antiviral,
antiprotozodario e antibacteriana), bem como a transducdo de sinal (TANG et al., 2018). Além
disso, o IFN-y ¢ um fator patogenético importante em algumas doengas 6sseas imunomediadas,
incluindo artrite reumatoide, osteoporose pos-menopausa e sindrome da imunodeficiéncia

adquirida. O IFN-y participa de muitas fungdes imunoldgicas e inflamacgao (LEES, 2015).
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1.5.4 Proteina de Quimioatra¢io de Monocitos (MCP-1)

Mondcitos sao células versateis que expressam multiplos receptores, podendo alterar
seu fenotipo funcional em resposta a estimulagdo ambiental. Apds dano ou infecgao tecidual
sdo rapidamente recrutados para o tecido, onde podem se diferenciar em macrofagos ou células
dendriticas (SUGIMOTO, 2016). Quando ativados trafegam seletivamente para os locais
lesionados, produzindo citocinas pré-inflamatérias e contribuindo para a inflamacao local e
sist€émica. Possuem alta capacidade de infiltragcdo e, quando diferenciados, removem PAMPs e
restos celulares (YANG et al., 2014). Sdo classificadas como uma classe de citocinas de baixo
peso molecular que controlam a migragdo de neutréfilos, mondcitos e macroéfagos para o local
da infeccao, coordenando seu recrutamento durante a resposta imune. Desta forma, as proteinas
de quimioatragdo de mondcitos (MCP-1) sdo membros da subfamilia CC e apresentam potente
acdo quimiotatica para mondcitos. Seu principal receptor denomina-se CCL2 e esta presente
em varias células, constitutivamente ou ap6s indugao por estresse oxidativo, citocinas ou fatores
de crescimento. A principal fonte de MCP-1 sdo mondcitos e macrofagos e sua atividade ¢
controlada principalmente pela expressao das citocinas [FN-y, IL-4, IL-10 e IL-13 (YADAV,
SAINI, ARORA, 2010).

1.6 VIA NF-kB (p65)

O fator nuclear kappa B (NF-kB) ¢ uma familia de fatores de transcricdo diméricos
centrais para a coordenacao das respostas inflamatodrias, imunidade inata e adaptativa, além da
diferenciagdo, proliferagdo e sobrevivéncia celular em quase todos os organismos
multicelulares (VALLABHAPURAPU, KARIN, 2009; HAYDEN, GHOSH, 2012;
HOFFMANN, BALTIMORE, 2006). O sistema NF-«xB ¢ rigidamente regulado, e sua regulacao
incorreta pode implicar em uma ampla gama de doengas que vao desde canceres a distirbios
inflamatérios e imunes. Como resultado, a rede regulatoria da via NF-xB e sua dindmica
oferecem uma infinidade de alvos terapéuticos (BAUD, KARIN, 2009; CHEONG,
HOFFMANN, 2008; KEARNS, HOFFMANN, 2009).

A via NFkB consiste em mondmeros de proteinas de membros da familia (p65/RelA,
RelB, cRel, p50 e p52) que formam homodimeros ou heterodimeros que se ligam ao DNA

diferencialmente (HOFFMANN, LEUNG, BALTIMORE, 2003; LEUNG, HOFFMANN,
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BALTIMORE, 2004; SANJABI et al., 2005) e sdo regulados por duas vias: Canénica (NEMO)
dependente via e a via ndo candnica, independente de NEMO. Essas vias controlam rigidamente
os niveis e a dinamica do repertério de dimero NFkB transcricionalmente ativo,
constitutivamente e em resposta a estimulos por meio do recrutamento de coativadores ou
intera¢ao com outros fatores de transcrigdo (HOFFMANN, NATOLI, GHOSH, 2006; SHIH et
al., 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de dezenove compostos sintéticos com estrutura molecular similar
a canabinoides, denominados diésteres de aril-ciclohexanonas monocarboxiladas, quanto sua
acao na resposta imune inata in vitro, investigando o potencial efeito anti-inflamatoério e seus

mecanismos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Avaliar a agdo dos diésteres de aril-ciclohexanonas monocarboxiladas sintéticas em
macrofagos RAW 264.7, quanto a viabilidade celular e citotoxicidade;

II. Avaliar o efeito dos compostos sobre a produgao dos metabolitos do 6xido nitrico
(NOx) em macrofagos RAW 264.7, estimulados com LPS;

III. Avaliar o efeito dos compostos sobre a producao das citocinas IL-18, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12p70, IL-13, TNFa, IFN-y, MCP-1 em macréfagos RAW 264.7, estimulados
com LPS;

IV. Investigar o efeito do composto sintético 4 sobre a apoptose/necrose em macrdfagos
RAW 264.7, estimulados com LPS;

V. Avaliar o efeito do composto sintético 4 sobre a atividade fagocitica em macréfagos
RAW 264.7, estimulados com LPS;

VL. Investigar a interferéncia do composto sintético 4 na expressao do receptor de manose
CD206 na superficie de macrofagos RAW 264.7, estimulados com LPS;

VII. Investigar a interferéncia do composto sintético 4 sobre a expressdao do receptor de
TLR4 (CD284/MD?2) na superficie de macrofagos RAW 264.7, estimulados com LPS;
VIII. Avaliar o efeito do composto sintético 4 sobre a fosforilacdo da subunidade p65 da

via do NF-«xB em macréfagos RAW 264.7, estimulados com LPS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COMPOSTOS SINTETICOS

Os compostos sintéticos denominados diésteres de aril-ciclohexanonas utilizados neste
estudo foram sintetizados e fornecidos pelo aluno de doutorado do curso de graduagdo em
Farmacia, Luiz Antonio Escorteganha Pollo, e pelo professor do Departamento de Quimica, Dr.
Louis Pergaud Sandjo, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os dezenove
compostos utilizados (Figura 4) neste estudo foram sintetizados com base no esqueleto aril-
ciclohexano de fitocanabinéides, como o canabidiol (CBD), sua sintese pode ser observada no

Anexo 1.

Figura 4 - Estrutura molecular dos compostos diésteres de aril-ciclohexanonas.
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Estrutura molecular dos compostos diésteres de aril-ciclohexanonas sintetizados com base no esqueleto aril-
ciclohexano de fitocanabinoides, como o canabidiol (CBD). Os compostos possuem as seguintes nomenclaturas:
1: Dietil 4-hidroxi-2-(3,4-dimetoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 2: Dietil 4-hidroxi-2-
(3,4,5-trimetoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano- 1,3-dicarboxilato; 3: Dietil 4-hidroxi-2-(4-bromophenil)-4-
metil-6-oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 4: Dietil 4-hidroxi-2-(4-metoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-
dicarboxilato; 5: Dietil 4-hidroxi-2-(4-clorofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 6: Dietil 4-
hidroxi-2-(4-fluorofenil)-4metil-6-oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 7: Dietil 4-hidroxi-2-(3-clorofenil)-4-metil-
6-oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 8: Dietil 4-hidroxi-2-(3-fluorofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-
dicarboxilato; 9: Dietil 4-hidroxi-2-(3-nitrofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 10: Dietil 4-
hidroxi-2-(4-nitrofenil)-4-metil-6-oxociclohexano- 1,3-dicarboxilato, 11: Dietil 4-hidroxi-2-fenil-4-metil-6-
oxociclohexano-1,3-dicarboxilato; 12: Etil 2-(3-fluorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato, 13: Etil
2-(4-fluorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato, 14: Etil 2-(3-clorofenil)-4-metil-6-ox0-4-
ciclohexeno-3-carboxilato, 15: Etil 2-(4-metoxifenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato; 16: Etil 2-(4-
clorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato, 17: Etil 2-fenil-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-
carboxilato; 18: Etil 2-(3-nitrofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato; 19: Etil 2-(4-nitrofenil)-4-
metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato.

3.2 REAGENTES

Os seguintes fArmacos e reagentes utilizados foram obtidos em: BD Biosciences (San
Diego, Califérnia, EUA): Kits IL-1p, IL-4 e IL-13 ELISA; Marcador Celular Anexina V-FITC;
PE Rat/IgC:a; K Isotipo Control; PE Rat/Anti-Mouse; CD284/MD-2 (Marcador Celular de
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TLR-4); 7-AAD (lodeto de Propideo); Cytometric Bead Array - CBA Mouse Inflammation Kit;
Anti-CD206 (Marcador Celular de Manose); Reagente Folin; Reagente Fenol de Ciocalteu.
Gibco (Grand Island., New York, EUA): Meio de Cultura Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM); DMEM (Sem fenol); Soro Fetal Bovino (FBS); Penicilina-estreptomicina (10.000
U/ml); Versene® (2g EDTA/Nas); Corante Azul Tripan. LaborClin (Pinhais, Parand, Brasil):
Solugao Salina Tamponada com Fosfato. Invitrogen (Bedford, Massachusetts, EUA):
Vermelho Neutro; MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolico]). Cell
Signaling Technology (Bedford, Massachusetts, EUA): Kit de ELISA NF-«B p65. LabSynth
(Diadema, Sao Paulo, Brasil): Etanol. Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri, EUA):
Lipopolissacarideo 0111: B4 (E. colli); Dexametasona (98% HPLC); a-naftiletilenodiamida
(2% HCI); Fenol; Sulfanilamida; Nitrito; Paclitaxel. Vetec (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brasil): Dimetil Sulfoxido; Polissorbato-20 (5%); Tween (20%). Alphatec (Sdo José dos
Pinhais, Parana, Brasil): Acido Cloridrico (37%). Dindmica Quimica Corporadora Ltda.
(Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil): Acido Acético. Os demais reagentes usados e nao listados

foram obtidos de fontes comerciais alternativas.

O LPS utilizado como indutor inflamatério e controle negativo nos experimentos foi
diluido em uma concentracao de 1 pg/mL e 5 pg/mL, diluido em PBS estéril. Da mesma forma,
o controle positivo utilizado, dexametasona (DEXA), foi utilizada em uma concentracio de 7

uM, diluida em PBS estéril.
3.3 CULTURA CELULAR DE MACROFAGOS (RAW 264.7)

A linhagem celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (ATCC TIB-71) foi utilizada
nos experimentos. As células foram fornecidas pela Professora Dr*. Claudia Maria Oliveira
Simdes do Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), origindrias do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil). As células utilizadas foram mantidas em estufa com ambiente controlado a 5%
CO: e temperatura de 37°C. O meio de cultura utilizado para manutencao, descongelamento e
passagens celulares foi composto por DMEM, suplementado com 10% de SBF e 1% de
antibiotico penicilina-estreptomicina (10.000 U/ml). Todo o material utilizado foi devidamente

esterilizado e armazenado em local apropriado, livre de microrganismos contaminantes.
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3.3.1 Viabilidade Celular pela Técnica de Azul de Tripan

Para a condugdo dos experimentos de imunomodulagado e atividade anti-inflamatoria,
previamente, foi verificada a viabilidade celular da linhagem de macréfagos RAW 264.7. A
quantifica¢do das células viaveis se deu através da técnica utilizando o corante azul de Tripan,
que se baseia na capacidade que o corante apresenta em atravessar o citoplasma de células
mortas, corando-as de azul. Antes de cada plaqueamento, as células foram descoladas das
garrafas com ajuda de rodo proprio e Versene, centrifugadas e ressuspendidas em 5 mL de meio
de cultura. Uma aliquota desta suspensdo foi separada em um microtubo acrescido do corante
azul de Tripan, em uma dilui¢do 1:2. Apds homogeneizagdo, 10 pL foram transferidos para
uma camara de Neubauer. Todas as células ndo coradas (vidveis) foram contadas nos 4
quadrantes com o auxilio de um microscopio Optico comum (aumento de 400 vezes). A

densidade celular foi calculada a partir do nimero de células por mL de suspensao.
3.3.2 Plaqueamento Celular (RAW 264.7)

Ap0s a determinagdo prévia da viabilidade celular dos macrofagos RAW 264.7, entre
a 3" e a 7" passagem com confluéncia celular de aproximadamente 80%. O plaqueamento foi
realizado de acordo com o nimero de pogos de cada placa necessarias por experimento, sendo
que a concentragado celular ¢ proporcional a drea de cada pogo. Sendo assim os plaqueamentos

se seguiram de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdes celulares e volumes utilizados no plaqueamento da linhagem celular
de macrofagos RAW 264.7.

Concentracao de Células Densidade Celular
Numero de Pocos Volume Utilizado
por Poco (células/mL)
6 5x10° 100 000 células/mL SmL
24 1x10° 100 000 células/mL I mL
96 5 x10* 500 000 células/mL 100 puL

Valores utilizados no plaqueamento celular, de acordo com o nimero de pogos (6, 24 e 96) e suas respectivas
concentragdes celulares e volume de suspensdo celular.

Apo6s o plaqueamento, as placas foram mantidas por 24 horas em estufa com ambiente

controlado com temperatura a 37°C e CO2 a 5%.
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3.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELA TECNICA COLORIMETRICA
DE MTT

A viabilidade celular, bem como a citotoxicidade em macréfagos RAW 264.7 foi
mensurada ap6s o tratamento dos mesmos com as dezenove formulacdes de diésteres de aril-
ciclohexanonas. Para isto, utilizou-se do teste colorimétrico de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]). O ensaio baseia-se em um composto amarelo que,
ao entrar em contato com mitocondrias ativas tem seu anel tetrazélico clivado pelas
desidrogenases mitocondriais, transformando-se em um composto de coloragdo azul escuro,
denominado formazan {E,Z-1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}
(MOSMANN, 1983).

Neste experimento, utilizou-se uma densidade celular de 500 000 células/mL em uma
placa de 96 pogos, onde, as células foram tratadas com as concentragdes estipuladas para cada
um dos dezenove compostos, sendo elas: 1000, 300, 100, 30, 10, 3 ¢ 1 uM. Uma nova incubacao
de 24 horas foi realizada em estufa a temperatura de 37°C e CO: a 5%. Em sequéncia, o
sobrenadante foi descartado e os pogos foram lavados duas vezes com 200 pL de PBS estéril a
temperatura de 37°C, e 100 puL da solucao de MTT (0,5 mg/mL, ou seja, 5 mg de MTT em 1
mL de PBS estéril) foi adicionada aos pocos. Decorridas duas horas de incubagdao em estufa
(37°C, 5% de CO: e auséncia de luz), o MTT foi retirado e os cristais formados foram
ressuspendidos com 100 ul de DMSO. As placas foram agitadas por aproximadamente 5
minutos, para a leitura da densidade 6ptica em 540 nm em leitor de microplacas, modelo ELISA
MB-580 (HEALES, Gouwei Road, SZN, CN).

Concentragdes de CC10 de cada composto, ou seja, a concentragdo do composto que
mata 10% das células, e consequentemente mantém uma viabilidade de 90%, foi calculada a
partir do teste de viabilidade celular. Estas concentracdes foram calculadas por regressao nao
linear utilizando o logaritmo da concentragdao em funcao da resposta normalizada (porcentagem
da viabilidade celular), com auxilio do programa GraphPad Prism® versado 6.0 (San Diego, CA,

EUA).

3.5 DETERMINACAO DE METABOLITOS DO OXIDO NITRICO (NO)
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A produgdo de NO foi mensurada indiretamente, utilizando a formacdo de seu
metabolito nitrito (NO2"), a partir reagdo de Griess (GREEN et al., 1982). Os reagentes
empregados na reagdo apresentam a capacidade de reagir com o nitrito, € entdo produzir um
composto de tonalidade résea que representa a quantidade de metabolitos presentes na amostra
(DIRSCH et al., 1998).

Para exte experimento foi utilizada uma densidade celular de 500 000 células/mL em
placas de 96 pogos, onde os macrdéfagos foram pré-tratados com as concentracdes definidas
abaixo da CCjo de cada composto, sendo elas: 1, 3, 10, 30 e 100 uM; além disso, branco
(veiculo, tratado com DMSO), controle negativo (tratado com DMSO) e controle positivo
(tratado com dexametasona 7 M), foram utilizados. Apds 30 minutos dos tratamentos, todas
as células (exceto o grupo celular denominado branco) foram estimulados com LPS (1 pg/mL),
e incubados em estufa (5% de CO: e temperatura de 37°C) pelo periodo de 24 horas. Em
sequéncia, 50 ul de sobrenadante foram coletados para a realizagdo da dosagem dos metabolitos
do 6xido nitrico.

O reagente de Griess utilizado neste experimento consistiu em uma concentracao de
1:2 (Griess 1 + Griess 2), sendo que o Griess 1 € composto por sulfanilamida 1% (0,1 g em 10
mL de HCL 5%), e o reagente Griess 2 € composto por Alfa-Naftil-Etilenodiamina 0,1% (0,003
g em 30 mL de 4gua deionizada). Logo, em uma placa de ELISA, foram adicionados 50 pl do
sobrenadante de células coletado e 50 pl do reagente de Griess, seguidos de 40 minutos de
incubacdo ao abrigo de luz, para a leitura da densidade 6ptica em 540 nm em leitor de ELISA
MB-580 (HEALES, Gouwei Road, SZN, CN).

Além da mensuragdo da quantidade de 6xido nitrico, neste teste foi possivel determinar
a ICso de cada composto testado, ou seja, a concentragdo do produto capaz de inibir em 50% os
niveis de NOx comparados ao controle inflamado, tratado com LPS. Este valor foi obtido
através de uma analise de regressdao nao linear utilizando o logaritmo da concentragdo em
fun¢do da resposta normalizada (porcentagem da inibi¢do de NOx), calculados com auxilio do

programa GraphPad Prism® versdo 6.0 (San Diego, CA, EUA).

3.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS (IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MPC-1, IL-6 E IL-
10) POR CITOMETRIA DE FLUXO
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Para a quantificagdo de citocinas por citometria de fluxo, foi utilizada uma densidade
celular de 500 000 células/mL em placas de 96 pogos, onde os macréfagos foram pré-tratados
com o valor estipulado de ICso, ou seja, 1 M. Para este experimento, foram utilizados além
dos compostos, os grupos: branco (veiculo), controle negativo (LPS), controle positivo
(Dexametasona 7 uM). Apds 30 minutos dos tratamentos, todos os grupos (exceto o branco)
foram estimulados com LPS (1 pg/mL), pelo periodo de 24 horas. Ap6s o periodo de incubagao
em estufa (5% de CO: e temperatura de 37°C), todo o sobrenadante foi coletado para a
determinagdo das concentragdes das citocinas pesquisadas (IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MPC-1,
IL-6 e IL-10).

A quantificagdo das citocinas foi mensurada por citometria de fluxo utilizando o kit
Cytometric Bead Array (CBA) - Cell Inflammation kit (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA).
O kit utilizado apresenta seis beads (esferas marcadas) de populagdes e intensidade de
fluorescéncia diferentes, marcadas com anticorpos de captura especificos para cada citocina a
ser pesquisada. Desta forma, uma aliquota de 25 pL do sobrenadante celular coletado foi
utilizada para mensurar todas as citocinas desejadas, sendo elas: IL-12p70, TNF-a, INF-y,
MCP-1, IL-6 e IL-10. O sobrenadante foi adicionado as beads e aos anticorpos de deteccao,
seguido de incubagdo ao abrigo da luz e temperatura ambiente durante 3 horas. Decorrido o
tempo de incubagdo, as amostras foram lavadas com solu¢do de “Wash Buffer” e lidas em
Citometro de Fluxo FacsVerse (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). A intensidade da
fluorescéncia formada ao longo do processo de conjugagdo da amostra com o anticorpo, revela
a concentrac¢ao final de cada citocina pesquisada. Para a quantificagcdo de cada uma das citocinas
foi utilizado o software FCAP Array® (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) e, os valores

foram expressos em pg/mL.

3.7 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS (IL-1B, IL-4 E IL-13) POR METODO
IMUNOENZIMATICO

As citocinas IL-1pB, IL-4 e IL-10 quantificadas pelo método imunoenzimatico foram
mensuradas com o sobrenadante celular coletado apds o tratamento e indug¢do por LPS (1
pg/mL). Todas as citocinas foram mensuradas com kits comerciais ELISA, seguindo as
instrucdes do fabricante. Nestes protocolos, foram utilizados anticorpos monoclonais

especificos para cada citocina, sendo que suas concentragdes foram estimadas através da
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interpolagdo da curva padrao de cada kit. Para verificar os niveis de IL-1, IL-4 e IL-13, os kits
de escolha foram Murine IL-1 Standart ABTS ELISA Development Kit, Murine IL-4 Standart
ABTS ELISA Development Kit e Murine IL-13 Standart ABTS ELISA Development Kit
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA), respectivamente. As densidades 6ticas foram determinadas
em comprimento de onda de 450 nm em leitor de microplaca MB-580 (HEALES, Gouwei

Road, SZN, CN) e os resultados para cada citocina foram expressos em pg/mL.
3.8 NIVEIS DE APOPTOSE/NECROSE CELULAR

Neste experimento, foi utilizada uma densidade celular de 100 000 células/mL em
placas de 24 pocos e os macrofagos foram tratados com a concentracdo de 1 uM do composto
escolhido. Além disso, para a mensuragdo dos niveis de apoptose celular, as seguinte condigdes
foram testadas: Branco (veiculo), Anexina positiva (Taxol e marcador Anexina V FITC),
Anexina negativo (marcador Anexina V FITC), 7AAD positivo (células expostas a -180°C
durante 30 minutos para inducao de necrose, € marcadas com 7AAD), 7AAD negativo (células
vidveis marcadas com 7AAD), controle negativo (LPS 1 pginL), controle positivo
(Dexametasona 7 pM). Apo6s 30 minutos do tratamento, todos as células (exceto as células
denominadas de grupo branco) foram estimulados com LPS (1 pg/mL), durante 24 horas. Apos
a incubacao em estufa (5% de CO: e temperatura de 37°C), as cé¢lulas foram descoladas com
auxilio de Versene e coletadas para a determinagao dos niveis de apoptose celular.

Para a determinagao dos niveis de apoptose celular foi o utilizado o Kit FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences, Sao José, CA, EUA). O experimento foi conduzido
seguindo o protocolo e as instrucdes fornecidas pelo kit, as células coletadas foram
centrifugadas para que o pellet formado com o concentrado celular fosse analisado. O mesmo
foi ressuspendidos com 300 pL de PBS e centrifugado para lavagem. Apos, foram adicionados
300 pL de tampao de ligagdo e 2,5 pL. de Anexina V-FITC em cada amostra, seguido de uma
incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente e abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado
2,5 uL do marcador 7AAD, seguido de 200 pL de tampao de ligacdo. As amostras foram
submetidas ao citometro de fluxo FacsVerse (BD Biosciences, Sdo Jos¢, CA, EUA). Os quatro
quadrantes foram avaliados para necrose celular, células basais/vivas, apoptose € apoptose
tardia. Os resultados foram expressos em porcentagem de células marcadas pela sonda

fluorescente.
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3.9 ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS RAW 264.7

A atividade fagocitica de macrofagos RAW 264.7 foi mensurada a partir da técnica
de vermelho neutro. Se trata de um corante eurodina utilizado como constraste em combinagao
com outros corantes € para muitos métodos de coloracdo. Sua formulagdo ¢ CisH;7CINg,
apresenta massa molecular de 288.8 g/mol e solubilidade em agua e etanol. Pode ser utilizado
como reagente para experimento de fagocitose em macrofagos. Trata-se de um teste
colorimétrico, que se baseia na capacidade dos macréfagos fagocitarem o corante apos
tratamento com o controle positivo, dexametasona, ¢ os compostos estudados. Macréfagos de
fenotipo M2 apresentam maior capacidade de fagocitar o corante, apresentando maior coloragao
apos a lise celular (XUEJING et al., 2020).

Para o teste de fagocitose por vermelho neutro, foi utilizada a densidade celular de 500
000 células/mL em placas de 96 pocos, os macrofagos foram pré-tratados com a concentragao
de 1 uM do composto escolhido. Além disso, os grupos analisados foram: branco (veiculo),
controle negativo (LPS 1 pg/mL), controle positivo (dexametasona 7 uM). Apds 30 minutos do
tratamento, todos os grupos (exceto o branco) foram estimulados com LPS (1 pg/mL), durante
24 horas.

ApOs a incubagdo de 24 horas em estufa (5% de CO: e temperatura de 37°C), o meio
de cultura foi descartado e adicionou-se 100 pL/poco da solugdo corante de vermelho neutro
(0,075%, solubilizado em meio de cultura DMEM). As placas foram incubadas durante 1 hora
(37°C). Em seguida, a solugdo de vermelho neutro foi descartada e as células foram lavadas
com 200 pL da solu¢ao de PBS estéril. Adicionou-se 200 pL/poco do tampao de lise celular
(1% de 4cido acético glacial, 50% etanol, 49% agua deionizada) e incubou-se a placa por mais
1 hora (temperatura ambiente). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplaca
MB-580 (HEALES, Gouwei Road, SZN, CN) a 540 nm. Os resultados foram expressos em
porcentagem de aumento dos niveis de fagocitose celular dos macrofagos expostos aos

compostos sintéticos comparados aos controles.
3. 10 EXPRESSAO DO RECEPTOR DE MANOSE (CD206)

O receptor de manose CD206 ¢ uma lectina tipo C presente principalmente na

superficie de macrofagos e células dendriticas. Quando um macrofago sofre polarizagao para o
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fenotipo M2, ocorre uma alta expressdo deste marcador em sua superficie. As linhagens de
macrofagos podem ser induzidas com IL-4 (fendtipo M2) ou com LPS (fenoétipo M1) para
observar a possivel acado imunomodulatéria dos compostos. Para avaliar a expressao do receptor
de manose na superficie dos macrdéfagos, foi utilizada uma densidade celular de 100 000
cé¢lulas/mL em placas de 24 pogos, os macrofagos foram pré-tratados com a concentragdo de 1
uM do composto escolhido. Os grupos avaliados foram: branco (veiculo), controle negativo
(LPS 1 pg/mL), controle positivo (dexametasona 7 uM). Ap6s decorrida 1 hora dos tratamentos,
todos os grupos celulares (exceto o branco) foram estimulados com LPS (5 pg/mL), durante 24
horas.

Apbs a incubagdo em estufa (5% de CO- e temperatura de 37°C), o meio de cultura foi
descartado e as células foram descoladas com Versene® e coletadas ao final. Estas células
foram lavadas com 300 puL. de PBS estéril e apds o descarte do sobrenadante, adicionado 300
pL albumina 1%, seguida de incubag@o durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Em
sequéncia a este procedimento, as células foram novamente lavadas com 300 pL de PBS estéril
e ressuspendidas com tampao de ligac¢do. Foi adicionado a cada amostra 2,5 pL. do marcador
CD206-FITC, seguido de uma incubagdo de 15 minutos ao abrigo da luz. As amostras foram
lidas em citometro de fluxo FacsVerse (BD Biosciences, Sao Jos¢, CA, EUA), sendo observada
na leitura o percentual de células positivas para o marcador CD206, visualizadas no histograma

(FACSuite®, BD Biosciences, Sao José, CA, EUA).
3.11 EXPRESSAO DO RECEPTOR TLR4 (CD284/MD2)

A ativagdo da sinalizagdo dos receptores do tipo 7o/l se da na presenga de patogenos,
onde padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) sdo reconhecidos pelos receptores,
como o LPS ligante do receptor TLR4, que ativa o fator nuclear kappa B (NF-kB) para iniciar
o evento pro-inflamatorio (KAWAI; AKIRA, 2010; KUMAR, 2018). Para avaliar a expressao
do receptor de TLR4 (CD284-MD2) na superficie dos macrofagos, foi utilizada uma densidade
celular de 100 000 células/mL em placas de 24 pogos, os macrofagos foram pré-tratados com a
concentracdo de 1 pM do composto escolhido. Os grupos avaliados foram: branco (veiculo),
controle negativo (LPS 1 ug/mL), controle positivo (Dexametasona 7 uM). Apds decorrida 1
hora dos tratamentos, todos os grupos (exceto o branco) foram estimulados com LPS (5 pg/mL),

durante 24 horas.
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Apos a incubagdo em estufa (5% de CO: e temperatura de 37°C), o meio de cultura foi
descartado e as células foram descoladas com Versene e coletadas ao final. As células foram
lavadas com 300 puL de PBS estéril e apos o descarte do sobrenadante, adicionado 300 pL
albumina 1% diluida em PBS estéril gelado, seguida de incubagio durante aproximadamente 2
horas. Em seguida, as células foram novamente lavadas com 300 pL de PBS estéril e
ressuspendidas com 300 uL. de tampao de ligagdo. Foi adicionado a cada amostra 2,5 puL do
marcador CD284/MD-2, seguido de uma incubagdo de 10 minutos ao abrigo da luz. As
amostras foram lidas em citometro de fluxo FacsVerse (BD Biosciences, Sao José, CA, EUA),
sendo observada na leitura o percentual de células positivas para o marcador TLR4, visualizadas

no histograma (FACSuite®, BD Biosciences, Sao Jos¢, CA, EUA).

3.12 DETERMINACAO DA FOSFORILACAO DA SUBUNIDADE p65 DA VIA NF-
kB

Para a determinagao da fosforilacao da subunidade p65 da via NF-kB, foram utilizadas
densidades celulares de 100 000 células/mL em placas de 6 pogos. A linhagem de macrofagos
RAW 264.7 foi tratada com a concentracdo do composto, 1 pM, utilizada com base nos
resultados obtidos. As condigdes testadas foram: branco (veiculo), controle negativo (LPS 1
pug/mL), controle positivo (dexametasona 7 uM). Apos decorrida 1 hora dos tratamentos, todos
os grupos celulares (exceto o branco) foram estimulados com LPS (5 pg/mL), durante 24 horas.

Ap0s o periodo de incubagao em estufa (5% de CO: e temperatura de 37°C), as células
foram descoladas com Versene® e coletadas em microtubos. Em seguida, foram lavadas com
PBS estéril. As células foram transferidas para microplacas contendo anticorpos monoclonais
especificos contra a proteina p65 fosforilada. O protocolo experimental foi realizado seguindo
as orientacdes do fabricante do Kit de ELISA NF-xB p65 (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, EUA). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas MB-580

(HEALES, Gouwei Road, SZN, CN) a 540 nm.
3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em forma de triplicada e com repeti¢cdes em dias
diferentes para maior confiabilidade dos resultados. Todos os resultados foram analisados no

programa GraphPad Prism® versao 6.0 (San Diego, CA, EUA), onde as andlises estatisticas
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com um valor de p menor que 0,05 foram consideradas significativas. Para os testes de dosagem
de metabolitos do 6xido nitrico e mensuragao das citocinas (IL-12p70, TNF-a, INF-y, MCP-1,
IL-6 e IL-10, IL-4 e IL-13), niveis de apoptose, e fagocitose, expressao génica do receptor de
manose (CD206) e TLR4 (CD284-MD?2) e fosforilagdo da subunidade p65 da via NF-«kB, as
diferengas dos parametros analisados entre os grupos controles e grupos tratados foram
realizados por meio da andlise de varidncia ANOVA de uma via (one-way ANOVA)
complementada pelo pos-teste de Tukey. Os resultados dos pardmetros foram expressos como

média £ erro padrao da média (e.p.m).
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4 RESULTADOS

4.1 CITOTOXICIDADE CELULAR DE DIESTERES DE ARIL-CICLOHEXANONAS
MONOCARBOXILADAS SOBRE MACROFAGOS RAW 264.7

Dos dezenove compostos testados, apenas seis apresentaram uma alta viabilidade
celular comparadas ao controle negativo (branco), ou seja, apresentaram baixa citotoxicidade
na linhagem celular estudada. Na Figura 5, pode-se observar que os compostos 1, 10 e 11
apresentaram alta viabilidade celular até a dose de 100 pM, aumentando sua citotoxicidade nas
maiores doses, de 300 e 1000 uM. Os compostos 2 e 7 por sua vez, demostraram alta viabilidade
celular entre as concentracdes testadas de 1 a 300 uM, com uma diminui¢ao da viabilidade e
citotoxicidade apenas na maior concentracdo, 1000 pM. O composto 4 apresentou uma

diminuicdo da viabilidade celular em comparacdo com o controle branco, na dose de 100 pM.

Figura 5 -Viabilidade celular dos macrofagos RAW 264.7 expostos aos compostos estudados
nas concentracdes de 1 a 1000 pM.
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Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem de macr6fagos RAW frente aos compostos testados. As células
foram tratadas com as concentragdes de 1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 uM: Composto 1; Composto 2; Composto
4; Composto 7; Composto 10 e Composto 11. Branco: Células tratadas somente com solucdo de tampao de
fosfato estéril (PBS, pH 7,6). Apds a incubacgdo por 24 horas com os tratamentos, foi verificada a viabilidade
celular a partir do método colorimétrico MTT. As colunas representam a média + e e.p.m de experimentos
realizados em triplicata e, os asteriscos as diferengas estatisticas (Tukey e/ou Teste t de Student). *p < 0,05; **p
<0,01 e ***p < 0,001 em comparagdo com o grupo basal (branco).

Os resultados mostraram que a partir dos céalculos do CCio, de todas as dezenove
formulagdes sintéticas testadas, apenas seis delas apresentaram alto indice de viabilidade celular
e proporcionalmente, baixa citotoxicidade frente a linhagem celular RAW 264.7, quando

comparadas ao controle negativo (branco) sem tratamento (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados das concentragdes citotoxicas para 10% (CCio) para macrofagos RAW
264.7 quando submetidos aos 19 diésteres de aril-ciclohexanonas.

Compostos CCio (M) Interpretacio

1 106 Composto Selecionado
2 231 Composto Selecionado
3 38 Composto Eliminado
4 114 Composto Selecionado
5 30 Composto Eliminado
6 18 Composto Eliminado
7 161 Composto Selecionado
8 45 Composto Eliminado
9 80 Composto Eliminado
10 156 Composto Selecionado
11 110 Composto Selecionado
12 31 Composto Eliminado
13 31 Composto Eliminado
14 18 Composto Eliminado
15 15 Composto Eliminado
16 5 Composto Eliminado
17 58 Composto Eliminado
18 43 Composto Eliminado
19 35 Composto Eliminado

CCio dos compostos diésteres de aril-ciclohexanonas, calculados por andlise de regressao nao linear usando o log
da concentracdo versus a resposta normalizada (porcentagem de viabilidade celular). Executado com o programa
GraphPad Prism® versdo 6.0 (San Diego, CA, EUA).

Observando os valores de CCio dos compostos testados, estipulou-se uma
concentragdo de 100 pM méxima nos experimentos posteriores, como a forma de garantir a

viabilidade significativa das células. Desta forma, compostos que apresentaram uma CCio
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abaixo de 100 uM ndo foram testados nos experimentos, garantindo altas taxas de viabilidade

celular, e consequentemente baixa toxicidade com todos os compostos utilizados.
4.2 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE OXIDO NITRICO (NOx)

Os compostos em estudo, juntamente com o fiarmaco dexametasona (controle
positivo), demonstraram uma reducgdo na producdo de metabolitos do 6xido nitrico, quando
comparados aos resultados de LPS (controle negativo) (p < 0,05). Os compostos nas
concentragdes testadas apresentaram uma redugdo significativa de NOx» quando comparado ao
controle negativo, juntamente com o firmaco de referéncia (p < 0,001).

Os compostos 1, 4, 7 e 10 apresentaram uma significativa redugao dos metabolitos do
oxido nitrico em todas as suas concentracdes testadas, quando comparados aos controles
positivo e negativo. O composto 1 em todas as concentragdes testadas mostrou uma reducao
significativa nos niveis de NOx (% de inibi¢do: Dose 1 uM: 57,2 £ 1,1%; Dose 3 uM: 65,0 £
2,8%; Dose 10 uM: 62,4 + 8,4%; Dose 30 uM: 68,9 £+ 5,2%; Dose 100 uM: 64,2 + 4,3%) (p <
0,001) (Figura 6 Composto 1); assim como o composto 4, que apresentou o melhor percentual
de inibicdo na dose de 1 uM, de 80% (% de inibi¢do: 1 pM: 80,0 £ 2,0%; 3 uM: 52,9 + 5,4%;
10 uM: 46,2 £ 3,7%; 30 uM: 71,3 £ 6,5%; 100 uM: 72,4 £5,5%) (p <0,001) (Figura 6 Composto
4); o composto 7 em concentracdes superiores € iguais a 3 pM reduziu os niveis de nitrito em
mais de 60% (% de inibicdo: 1 pM: 45,2 + 8,1%; 3 uM : 63,2 £ 6,7%; 10 uM: 74,8 £ 7,2%; 30
uM: 67,3 £ 3,2%; 100 uM: 66,1 £+ 1,1%) (p <0,001) (Figura 6 Composto 7) e o composto 10
(% de inibigao: 1 puM: 64,0 + 1,4%; 3 uM: 52,8 £ 1,3%; 10 uM: 68,3 + 3,4%; 30 uM: 63,4 £
5,3%; 100 uM: 66,2 + 3,6%) (p <0,001) (Figura 6 Composto 10). Por sua vez, os compostos 2
e 11 também apresentaram uma redugdo de NOx, porém, com menor significancia quando
comparados ao controle positivo. Onde o composto 2 apresentou reducdo de NOx (% de
inibigao: 1 puM: 73,4 £ 9,1%; 3 uM: 43,9 + 3,4%; 10 uM: 71,0 += 10,0%; 30 uM: 63,7 £ 2,8%;
100 uM: 32,6 = 4,3%) (p <0,01) (Figura 6 Composto 2); e, finalmente, o composto 11 (% de
inibi¢do: 1 uM: 46,7 = 5,3% ; 3 uM: 48,2 +4,8%; 10 uM: 47,2 + 7,1%; 30 uM: 54,2 + 4,5%;
100 uM: 56,4 + 1,4%) (p <0,001) (Figura 6 Composto 11).
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Figura 6 - Efeitos dos compostos diésteres de aril-ciclohexanonas sobre os niveis de
metabolitos do NOx produzidos por macrofagos RAW 264.7.
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Macrofagos RAW 264.7 foram tratados por 24 horas com os compostos diésteres de aril-ciclohexanonas nas
doses de 1, 3, 10, 30, 100 uM: Composto 1; Composto 2; Composto 4; Composto 7; Composto 10 e Composto
11, e estimulados com LPS (1 pg/mL). Os niveis de metabolitos do 6xido nitrico (NOx) foram determinados
pelo método colorimétrico de Griess. Branco representa células tratadas apenas com os veiculos (DMSO e PBS
estéril), LPS representa células tratadas apenas com LPS (1 pg/mL) e DMSO (1%) e Dexa representa o grupo
pré tratado com dexametasona (7 uM). As colunas representam a média + e e.p.m de experimentos realizados em
triplicata e, os asteriscos as diferencas estatisticas (Tukey e/ou Teste t de Student). ** p <0,01 e *** p <0,001 em
comparacdo com os grupos negativo (LPS) e positivo (dexametasona).

A partir dos dados de reducdo de NOx, pode-se calcular os valores de ICso de cada
composto testado através de andlise de regressdo ndo linear, utilizando o logaritmo da
concentracdo em fun¢do da resposta normalizada (porcentagem de inibi¢do do NOx). As
concentragdes de ICso encontradas para cada composto sintéticos foram: < 1 uM para os
compostos 1, 4 e 7; 4 uM para o composto 10; 36 uM para o composto 11 e 59 uM para o
composto 2 (Figura 6). A partir destes resultados, considerou-se que os compostos com ICso

inferior a 1 puM apresentaram potencial efeito anti-inflamatorio e/ou imunomodulador. Com
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isso, estipulou-se a concentracdo de 1 pM para a continuidade dos experimentos com os

compostos 1,4 ¢ 7.

4.3 PRODUCAO DE CITOCINAS (IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-6, IL-10) POR
MACROFAGOS RAW 264.7 EXPOSTOS A DIESTERES DE ARIL-CICLOHEXANONAS
POR CITOMETRIA DE FLUXO

A quantificacdo das citocinas através da citometria de fluxo foi realizada com a melhor
dose (1 uM) dos compostos 1, 4 e 7, definidos a partir dos valores de ICso. A Tabela 3 abaixo
demonstra os resultados de percentual de inibi¢do, média + erro padrio dos trés compostos
testados na melhor concentragdo, assim como os valores de significancia. Pode-se observar que,
os compostos testados obtiveram uma reducao estatisticamente significantes das citocinas pro-
inflamatorias IL12p-70, TNF-a, IFN-y, MCP-1 (Tabela 3), quando comparados aos controles
negativo (LPS) e positivo (dexametasona 7 pM). Da mesma forma, os trés compostos foram
capazes de promover um aumento na citocina anti-inflamatéria IL-10 (* p < 0,05; ** p < 0,01
e *** p <0,001) em células RAW 264.7, quando comparados ao controle negativo (Tabela 3).
Uma vez que o composto 4 reduziu a citocina pro-inflamatoria IL-6 se comparado ao controle
negativo (LPS) (*p < 0,05) (Tabela 3). Considerando que em macroéfagos RAW 264.7, o
composto 4 na concentragdo de 1 pM foi capaz de inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL12p-70, IL-6, TNF-a, IFN-y, MCP-1) e aumentar a citocina anti-inflamatéria

(IL-10), os demais experimentos foram conduzidos com o composto 4 na dose de 1 uM.
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Tabela 3 - Perfil de inibicdo e expressao de citocinas inflamatérias por diésteres de aril-ciclohexanonas produzidas por macréfagos RAW 264.7
utilizando citometria de fluxo.

Concentracoes I(I;:gl/fnpz;) TNF-a (pg/mL) IFN-y (pg/mL) MCP-1 (pg/mL) IL-6 (pg/mL) IL-10 (pg/mL)
(% de inibicdo) (% de inibicdo) (% de inibicdo) (% de inibi¢do) (% de inibi¢cdo) (% de aumento)
Branco
189891 + 4373 30790 + 2491 15048 + 481
LPS 1 ug/mL 23.2 + 1.5 ### s 9.5+ 0.15 ### s s 6.5+ 1.3 ###
Dexa it 122 0.4 17997 + 1311 6.840.5 8“()'9372 783 48‘(‘27i81175 273+17
(47.6 £ 1.5%)**  (90.5 £ 0.7%)*** (28.2 £ 5.5%)*** 0’2%)*** 9.8%)*** (58.0 £2.6%)***
2244 + 160
15.0+2.0 83383 +£ 15724 7.5+0.7 272+ 1.7
1 LuM (35.7£8.8%)* (560 8.2%)*** (205 = 7.2%)* 0(5902)7*; SO029 9424 58 5 1 9 Topy
4 I uM 15.0+0.6 69926 + 6331 72+0.3 874&;;:38'1 9340 +£493.3 180+ 1.6
(36.0 £2.6%)**  (63.2+3.3%)*** (23.8 £3.0%)** 10,12%)*** (38.0£3.2%)* (72.2 £2.5%)**
2091 + 89.3
7.8+1.0 111116 + 5986 7.2+0.5 176 +2.9
7 LuM (69.3 £ 4.6%)%** (467 £ 3.1%)*** (23.6 % 5.0%)** 0(39(,2)2*13* 19665 £430.9 73 (4 4 494)*

Percentual de inibi¢do (média + erro padrdo) das citocinas pro-inflamatorias IL-12p70, TNF-a, IFN-y MCP-1 e IL-6 ¢ anti-inflamatoria (IL-10) sobre a linhagem de
macrofagos RAW 264.7, avaliadas através de citometria de fluxo, utilizando Cytometric Bead Array (CBA) - Mouse Inflammation kit. A linhagem celular foi tratada com os
compostos diésteres de aril-ciclohexanonas (compostos 1, 2 ¢ 7) na dose de 1 pM. Onde: controle negativo, LPS (1ug/mL); controle positivo (dexametasona 7 uM); branco
(DMSO). Célculo do percentual de inibicdo, com média + erro padrao a partir do calculo de estatistica descritiva comparados ao controle negativo LPS na dose de 1 pg/mL
(###). Realizados com o auxilio do programa GraphPad Prism® versao 6.0 (San Diego, CA, EUA), onde: * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001.
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4.4 PRODUCAO DE CITOCINAS (IL-1p, IL-4 E IL-13) POR MACROFAGOS RAW
264.7 EXPOSTOS A DIESTERES DE ARIL-CICLOHEXANONAS POR METODO
IMUNOENZIMATICO

Pode-se observar na Figura 7 (A) os resultados do composto frente a citocina pro-
inflamatoéria IL-1p, onde o mesmo apresentou uma redu¢do em sua concentracao (percentual
de redugdo: média + erro padrao do composto 4 (1 pM): 85,8 + 1,5%) assim como o controle
positivo Dexa (percentual de reducdo: média + erro padrao do controle positivo dexametasona
7 uM: 76,6 = 2,8) (p < 0,001) (Figura 7A).

Ao analisarmos a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-4 (Figura 7B), pode-se
perceber que o composto na sua concentracao de 1 uM foi capaz de aumentar a expressao da
citocina (percentual de aumento composto 4 (1 uM): 65,6 + 8,1%) se comparado ao controle
negativo (LPS), obtendo um melhor aumento na sua concentra¢do se comparado ao controle
positivo Dexa (percentual de aumento dexametasona 7 uM: 34,0 = 6,5%) (Figura 7B) (p <
0,001). O composto 4 na sua concentracdo de 1 uM foi capaz de aumentar a produgdo da
citocina anti-inflamatdria (percentual de aumento composto 4 (1 uM): 100 + 4,7%) quando
comparado ao controle negativo (LPS), demonstrando um similar ao controle positivo Dexa

(percentual de aumento dexametasona 7 uM: 96,6 + 3,3%) (Figura 7C) (p < 0,001).
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Figura 7 - Efeito do composto 4 diéster de aril-ciclohexanona (1 uM) sobre os niveis das
citocina IL-1pB, IL-4 e IL-13 produzidas por macréfagos RAW 264.7 utilizando o método
imunoenzimatico (ELISA).

150

A At
O
E 100 -
a2
[
=|' 50=- e
_l_ I EX ]
D- i
Branco LPS Dexa 1
4 (um)
Eun- B hkk
400 = .
2 I
E -
E.}Uﬂ
-
< 200
=
100 -
J 1
Branco LPS Dexa 1
4 (um)
500 -
l: ik
400~ —
E
=, 300+
& it
© 200= —1
=
100+
|:|_
Branco Dexa 1
4 (pm)

Efeito do composto 4 (1 M) sob os niveis das citocinas inflamatérias IL-1p, IL-4 e IL-13. Macréfagos RAW
264.7 foram tratados com o composto 4 por 24 horas, e as citocinas foram mensuradas no sobrenadante
utilizando o método ELISA. Branco representa células tratadas apenas com os veiculos (DMSO e PBS estéril);
LPS representa o controle negativo de células tratadas apenas com LPS (1 pg/mL) e DMSO (1%); Dexa
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representa o controle positivo pré-tratado com dexametasona (7 pM). As células foram induzidas ap6s 30
minutos com LPS (exceto o grupo celular branco). As colunas representam a média = erro padrdo (n=3), os
asteriscos as diferengas estatisticas (Tukey e/ou Teste t de Student). * p <0,05 e *** p <0,001 em comparagao
com os grupos negativo (LPS) e positivo (dexametasona).

4.5 APOPTOSE CELULAR DE MACROFAGOS RAW 264.7 EXPOSTOS AO
COMPOSTO 4

Na Figura 8B foi possivel observar que o composto em estudo induziu a baixos niveis
de apoptose celular em macrofagos RAW 264.7 quando comparado ao grupo controle negativo
(LPS) (p < 0,001). O composto 4 em estudo apresentou um percentual de inibicdo de 54,0 £
2,7% comparado ao controle negativo (LPS). Na Figura 8A ¢ possivel observar a representagdo
grafica das populagdes celulares utilizados na avaliagdo deste pardmetro, onde cada um dos
quatro quadrantes representa os grupos celulares avaliados por citometria de fluxo: Linhagens
celulares em sua forma basal (Q2 LL), em necrose (Q2_UL), em apoptose (Q2 LR) e em
apoptose tardia (Q2_UR). Desta forma, se observa na Figura 8A (a) células tratadas com o
veiculo, apresentando a maioria de sua populacdo celular no quadrante em Q2_LL, ou seja, em
sua forma basal. Ja o grupo identificado como controle negativo (Figura 8A (b)), tratado com
LPS, apresentou sua populagdo celular no quadrante identificado como apoptose tardia.
Quando se observa os grupos controle positivo (Dexa 7 uM) e composto 4 (1 uM) nas Figuras
8A (c) e (e), respectivamente, nota-se a similaridade na distribuicao das populacdes celulares
nos quadrantes basal e apoptose tardia. O controle de apoptose Taxol (Figura 8A (d)) apresentou
o resultado esperado com a presenga de seu grupo celular nos quadrante apoptose e apoptose

tardia.
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Figura 8 - Efeito do composto 4 (1 uM) sobre os niveis de apoptose celular em macrotagos

RAW 264.7 por citometria de fluxo.
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A: Representacdo grafica dos grupos celulares em apoptose, no qual cada um dos quatro quadrantes representa
os grupos celulares avaliados por citometria de fluxo: Linhagens celulares em sua forma basal (Q2_LL), em
necrose (Q2 _UL), em apoptose (Q2_LR) e em apoptose tardia (Q2_UR). Em A e B: Branco representa células
tratadas apenas com os veiculos (DMSO e PBS estéril); LPS representa células tratadas apenas com LPS (1
pug/mL) e DMSO (1%); Dexa representa o grupo pré-tratado com dexametasona (7 uM); Taxol representa o
grupo tratado com Taxol utilizado como controle de apoptose e Composto 4 tratado com a dose de 1 uM,
induzidos apds 30 minutos com LPS (exceto o grupo celular branco). B: Representacdo grafica dos niveis de
apoptose celular. As colunas representam a média + erro padrdo de experimentos realizados em triplicata e, os
asteriscos as diferencas estatisticas (Tukey e/ou Teste t de Student). *** p <0,001 em comparacdo com os grupos
negativo (LPS), positivo (dexametasona) e Taxol.
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4.6 ATIVIDADE FAGOCITICA EM MACROFAGOS RAW 264.7 EXPOSTOS AO
COMPOSTO 4

O nivel de atividade fagocitica de macrofagos RAW 264.7 aumentou em 482.2 +
32,6% quando as células foram tratadas com o composto 4 e comparando-se ao controle
negativo ( p <0,001) (Figura 9). E apresentou resultados significativos em relagdo ao controle

positivo dexametasona (% de aumento: 388.0 + 6.7%) (p < 0,001).

Figura 9 - Efeito do composto 4 (1nuM) sobre niveis de fagocitose em macroéfagos RAW
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Avaliagdo dos niveis de fagocitose celular em células RAW 264.7. Branco representa células tratadas apenas
com os veiculos (DMSO e PBS estéril); LPS representa o controle negativo tratado apenas com LPS (1 pg/mL) e
DMSO (1%); Dexa representa o controle positivo tratado com Dexamentasona (7 pM) e Composto 4 tratado
com a melhor dose (1 pM). As colunas representam a média + erro padrio (n=3), os asteriscos as diferencas
estatisticas (Tukey e/ou Teste t de Student) *** p <0,001 em comparagdo com os grupos negativo (LPS) e
positivo (dexametasona).

4.7 EXPRESSAO DO RECEPTOR DE MANOSE (CD206) NA SUPERFICIE DE
MACROFAGOS RAW 264.7

Na Figura 10 (e), pode-se observar graficamente os resultados da expressdo do
receptor de manose, onde o composto 4 (I puM) apresentou um aumento da expressao do
receptor CD206 (% de aumento: 75.0 = 15.31%) (p < 0,001), assim como o controle positivo
dexametasona. Em comparacdo com o controle negativo (LPS), ¢ observada uma diferenca
estatistica significante (p < 0,001). Pode-se observar que o controle positivo dexametasona (7
uM) (Figura 10 (c)) e o composto 4 (Figura 10 (d)) apresentaram um pico de expressao do

receptor elevado, quando comparados ao controle negativo LPS (Figura 10 (b)).
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Figura 10 - Efeito do composto 4 sobre a expressdo do receptor de manose (CD206) na
superficie de macrofagos RAW 264.7.
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Nos histogramas acima: Branco (a), LPS (b), Dexa (c) e Composto 4 (d) e seus picos de expressao do marcador
de manose avaliados por citometria de fluxo. Na Figura 10 (e), observa-se graficamente o resultado da expressao
do marcador de manose (CD206), onde: Branco representa células tratadas apenas com os veiculos (DMSO e
PBS estéril); LPS representa o controle negativo tratado apenas com LPS (1 pg/mL) e DMSO (1%); Dexa
representa o controle positivo tratado com Dexamentasona (7 pM); e composto 4 tratado com sua melhor dose
de 1 uM. As colunas representam a média + erro padrdo (n=3), os asteriscos as diferencas estatisticas (Tukey
e/ou Teste t de Student). *** p <0,001 em comparacdo com os grupos negativo (LPS), positivo (dexametasona).

4.8 EXPRESSAO DO RECEPTOR TLR4 (CD284/MD-2) NA SUPERFICIE DE
MACROFAGOS RAW 264.7

O composto 4 (1 uM) e a dexametasona (7 uM) apresentaram um pico de expressao

do receptor TLR4 (CD284/MD-2) inferior na linhagem celular de macréfagos RAW 264.7
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quando comparados ao controle negativo (LPS) (Figura 11). Na Figura 11 (e), pode-se observar
graficamente os resultados desta expressdo do receptor de TLR4, onde o composto 4 apresentou
baixa expressdo do receptor TLR4 (Percentual de inibigdo composto 4 (1 uM): 48,0 + 5,2%),
assim como o controle positivo dexametasona (Percentual de inibi¢ao Dexametasona (7 uM):
47,3 £ 6,0%). Em comparagdo com o controle negativo (LPS), é observada uma diferenca

estatistica significante (p < 0,001).

Figura 11 - Efeito do composto 4 sobre a expressdo do receptor TLR4 (CD284/M2) na
superficie de macréfagos RAW 264.7
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Nos histogramas acima: Branco (a), LPS (b), Dexa (c) e Composto 4 (d) e seus picos de expressdo do marcador
TLR4 (CD284/MD-2) avaliados por citometria de fluxo. Na Figura 10 (e), observa-se graficamente o resultado
da expressdo do marcador, onde: Branco representa células tratadas apenas com os veiculos (DMSO e PBS
estéril); LPS representa o controle negativo tratado apenas com LPS (1 pg/mL) e DMSO (1%); Dexa representa
o controle positivo tratado com dexametasona (7 uM); e composto 4 tratado com 1 pM. As colunas representam
a média =+ erro padrdo (n=3), os asteriscos as diferencas estatisticas (Tukey e/ou Teste t de Student), ** p <0,01 e
*#* p <0,001 em comparagao com os grupos negativo (LPS), positivo (dexametasona).
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4.9 FOSFORILACAO DA SUBUNIDADE p65 DA VIA NF-«B

O composto 4 testado produziu uma redugdo significativamente a fosforilacdo da
subunidade p65 de NF-kB (Percentual de inibi¢do composto 4 (1 uM): 66,3 + 2,0%), assim
como o controle positivo, farmaco de referéncia Dexametasona, que também reduziu a
fosforilagdo dessa proteina (Percentual de inibicdo Dexametasona (7 uM): 64,3 + 2,1%) (p <

0,001) quando comparados ao grupo controle negativo (LPS), que apresentou um aumento na

fosforilagdo da subunidade p65 (Figura 12).

Figura 12 - Efeito do composto 4 derivado de diésteres de aril-ciclohexanonas sobre a
fosforilagdo da subunidade p65 da via NF-kB.

p-p63 NF-«xB
=
[ ]

I] h_ EL R
']I']_ i
Branco LPS Dexa 1

4 (pM)

Fosforilagao da subunidade p65 da via NF-xB. Branco representa células tratadas apenas com os veiculos
(DMSO e PBS estéril); LPS representa o controle negativo tratado apenas com LPS (1 pg/mL) e DMSO (1%);
Dexa representa o controle positivo tratado com dexametasona (7 uM) e Composto 4 tratado com a melhor dose
(1 uM). As colunas representam a média + erro padréo (n=3), os asteriscos as diferencas estatisticas (Tukey e/ou
Teste t de Student), *** p <0,001 em comparacdo com os grupos negativo (LPS), positivo (dexametasona).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi evidenciado o potencial anti-inflamatério e imunomodulador de
compostos canabindides sintéticos de aril-ciclohexanonas monocarboxiladas, cuja estrutura
molecular apresenta semelhanca com fitocanabindides como o canabidiol (CBD). Um dos
primeiros testes de triagem a que um novo prototipo de medicamento deve ser submetido ¢ o
teste de viabilidade celular, onde se avalia a propor¢ao de células vivas em uma cultura celular,
quando expostas a um novo composto (ADAN et al., 2016). Os resultados demonstraram que
os compostos sintéticos avaliados apresentam citotoxicidade na linhagem de macréfagos RAW
264.7 apenas quando utilizados em concentragdes elevadas. Desta forma, dos dezenove
compostos sintéticos testados, apenas seis apresentaram uma alta taxa de viabilidade celular
quando comparados ao grupo branco. Hao e colaboradores (2010) também demonstraram em
estudos com a linhagem de macrofagos RAW 264.7, que sintéticos canabindides possuem baixa
citotoxicidade quando avaliados nesta linhagem, corroborando com os resultados obtidos (HAO
et al., 2010). Os seis compostos (1, 2, 4, 7, 10 e 11) que apresentaram CCio abaixo de 100 uM,
foram submetidos a sua capacidade em reduzir a producdo de metabolitos de 6xido nitrico.

Alguns compostos sintéticos quando avaliados com o teste de produgao de metabdlitos
do 6xido nitrico, demostraram que sdo capazes de inibir significativamente a producdo do
mesmo. Nesse sentido, a verificacdo do efeito dos compostos sobre a inibicao dos metabodlitos
do 6xido nitrico (NOx) foi realizada com os compostos 1,2,4,7,10 e 11. A partir dos resultados
obtidos, a capacidade de inibir o NOx foi demonstrada de forma mais significativa nos
compostos 1, 4 e 7, que tiveram seus valores de ICso calculados e inferiores a 1 uM. Ou seja, a
concentracdo do composto capaz de inibir em 50% os niveis de NOx, quando comparados ao
controle inflamado (LPS). A comprovag¢do da atividade anti-inflamatéria de produtos naturais
e seus derivados bem como de compostos sintéticos, ¢ inicialmente determinada pela
capacidade que estes compostos apresentam em inibir a produg¢do de mediadores inflamatorios
importantes no inicio e manutencao de um processo inflamatorio. Para tanto, ¢ importante a
verificacao do efeito dos compostos em estudo sobre a producao de 6xido nitrico, que pode ser
produzido pela acdo de uma das trés isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS: eNOS,
nNOS e iNOS) (VANINNI et al. 2015). A 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) ¢é a principal
responsavel pela producao de NOx durante o processo inflamatério e sua sintese ¢ diretamente

regulada pelos niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1, IFN-y), endotoxinas (LPS),
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estresse oxidativo e presenca de hipoxia tecidual produzida durante o processo de inflamagao
(VANNINTI et al., 2015). Ap6s a indugdo, a iNOS passa a produzir continuamente NOx até que
todas as enzimas sejam degradadas, processo que ¢ responsavel pelo maior dano tecidual, pelo
recrutamento celular continuo e pela producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (XUE
etal., 2018).

Resultados semelhantes foram observados em outros estudos, nos quais compostos
canabinoides foram capazes de oferecer protecao contra o estresse oxidativo, considerando que,
além de reduzirem a produ¢do de 6xido nitrico em macrofagos e astrocitos, demonstraram
propriedades antioxidantes in vitro (MESTRE et al. 2005). Além disso, em experimentos mais
recentes, Cheng e colaboradores (2021) demonstraram que a utilizacdo de um derivado
canabindide seletivo para receptores CB2, inibiu de forma significante a producdo de 6xido
nitrico via inibi¢ao da enzima iNOS, no modelo ex-vivo de degeneracdo invertebral com células
do nucleo pulposo estimuladas com perdxido de hidrogénio (CHENG et al., 2021).

Para assegurar uma possivel acdo anti-inflamatdria, novos compostos sintéticos ou
naturais, devem apresentar a capacidade de diminuir a expressdo das principais citocinas
envolvidas neste processo (WEISS et al, 2006). A fim de elucidar os mecanismos de
imunomodulagdo dos sintéticos canabinoides, os trés compostos (1, 4 e 7) foram testados na
concentragdo de 1 uM, quanto a capacidade em modificar a producao de citocinas pré e anti-
inflamatoérias. Nestes experimentos, foi possivel verificar que todos os canabinoides sintéticos
testados apresentaram a capacidade de aumentar a produgdo da citocina anti-inflamatoria IL-
10, além de demonstrarem capacidade em inibir a produgdo das citocinas pro-inflamatorias IL-
12p70, TNF-a, IFN-y e MCP-1. Desta forma, os 3 compostos apresentaram evidéncias de uma
possivel atividade anti-inflamatoria. Porém, apenas o composto 4 foi capaz de inibir de forma
significativa os niveis da interleucina pro-inflamatoria 6 (IL-6). Sendo assim, dos trés
compostos analisados, apenas o composto 4 mostrou uma diferenca frente a todas as citocinas
avaliadas, em comparagdo ao controle negativo LPS. Estudos com esta mesma linhagem celular
(macrofagos RAW 264.7) ja demonstraram que derivados sintéticos do canabidiol inibem a
liberagdo de citocinas IL-1, IL-12, TNF-a e INF-y e aumentam a producdo de citocinas
associadas a linfocitos como Th2, IL-4 e IL-10 (WEISS et al., 2006). Além disso, em um
modelo animal, Zhang e colaboradores (2021) utilizando o HU308, um agonista de CB2,

demonstraram inibigao significativa nos niveis das citocinas IL-1p e a IL-18 quando os animais
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foram pré-tratados com o composto no modelo de sepse induzida por ligagdo/perfuracao cecal
(ZHANG et al., 2021).

Quando testado frente as demais citocinas inflamatorias pela metodologia
imunoenzimatica, o composto 4 (1 uM), mostrou-se capaz de aumentar os niveis das citocinas
anti-inflamatorias testas (IL-4 e IL-13), assim como foi capaz de diminuir a produgdo da
citocina pro-inflamatoria IL-1B em macrofagos RAW 264.7, evidenciando cada vez mais um
possivel perfil imunomodulatéria com macréfagos em fendtipo M2. Nesse contexto, outros
estudos demonstraram que compostos derivados de canabindides t€ém a capacidade de induzir
a diferenciacdo de linfocitos T helper para o fenotipo Th2, o que leva a uma diminui¢do nos
niveis de IFN-y e TNF-a, a0 mesmo tempo, levando a um aumento nos niveis de IL-4, IL-10, e
IL-13 (DINARELLO et al., 2017). Estudos demonstraram que o tratamento de camundongos
com o canabidiol (CBD) resultou na reducao significativa dos niveis plasmaticos das citocinas
pro-inflamatorias IFN-y e TNF-a. Além disso, a producdo de citocinas associadas a Thl em
linhagens de macréfagos tratadas in vitro também se apresentou reduzida (WEISS et al,
2006). Os resultados de um estudo utilizando camundongos sensibilizados com
Corynebacterium parvum, seguido da administracdo de WIN55,212-2 e HU 210 (todos
agonistas canabindides) tendo os animais recebido a administracio caudal de LPS,
demonstraram uma redugdo significativa da produgdao de TNF-a e IL-12, ¢ um aumento
significativo dos niveis de IL-10 no soro dos animais (SMITH et al., 2000).

O composto 4 (1 uM) demonstrou ser capaz de diminuir os indices de apoptose celular
na linhagem de macrofagos RAW 264.7. A apoptose ¢ o processo de morte celular programada,
que pode ser induzida por fatores intrinsecos, fatores extrinsecos, ou ambos (HENGARTNER,
2000; IGNEY, KRAMMER, 2002). O processo de apoptose visa eliminar cé€lulas danificadas,
prejudiciais e indesejadas, sendo assim significativo em processos morfoldgicos, incluindo a
homeostase (RIEDER et al., 2010). Modelos experimentais in vitro demonstraram que 0s
canabinoides podem exercer direto em células imunes, inibindo a proliferacao de linfocitos em
cultura celular (IGNEY, KRAMMER, 2002; RIEDER et al., 2010). Em concentragdes ideais,
os canabinodides podem induzir a apoptose nas células do sistema imunolégico, aliviando as
respostas inflamatorias e protegendo o hospedeiro da inflamagdo aguda e cronica (SAMSON
et al., 2003; ANDREA et al., 2005). A anandamida, um canabin6ide enddgeno, ja demonstrou
ser capaz de induzir apoptose em culturas de linfocitos (SCHWARZ et al., 1994). Em
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macrofagos murinos e células T, o fitocanabindide THC também demonstrou a capacidade de
desencadear a apoptose em cultura celular desta linhagem (ZHU et al., 1998).

Dentre as células envolvidas no processo inflamatorio, os macréfagos sao
fundamentais como células reguladoras, desempenhando um papel importante na fagocitose de
patdgenos, tecido necrotico e na secreg@o de citocinas pro e anti-inflamatérias (MCKALLIP et
al., 2002). Os macrofagos possuem caracteristicas de serem células altamente adaptaveis
"plasticas", dependendo do microambiente imunoldgico. Os extremos desse espectro fenotipico
incluem macrofagos classicamente ativados (fendtipo M1, fungdo defensiva pré-inflamatoria)
e macrofagos ativados alternativamente que acabam por se manterem mais tempo ativos
(fendtipo M2, anti-inflamatorio e fungdes de reparo tecidual) (SAMIELLE et al., 2011). As
evidéncias sugerem que um desequilibrio M1/M2 estd associado ao processo de inflamagdo em
muitas doengas, como hiperinsulinemia cronica, nefropatia diabética e fibrose pulmonar
induzida por radiacio (SALVADOR et al., 2018). Assim, a regulacdo da polarizacdo de
macrofagos pode ser um novo método terapéutico para a superagao de doengas inflamatoérias,
estudos demonstram que a ativagao seletiva de CB2 pode atenuar a polariza¢do de macrofagos
M1 proé-inflamatdrios e aumentar a polarizagdo M2 de anti-inflamatérios (GARCIA-ORTIZ E
SERRADOR, 2017).

Com base no teste de fagocitose podemos verificar que o composto 4 (1 uM) foi capaz
de aumentar o indice de fagocitose dos macrofagos RAW 264.7. Este aumento dos niveis de
fagocitose juntamente com os demais resultados apresentados, demonstram eventos
caracteristicos de uma polarizagdo de macrofagos para seu perfil anti-inflamatério M2 (DURU
et al.,, 2016). A fagocitose celular produzida pelos macréfagos, promovida através da
eferocitose estd associada a diferenciacdo dos fendtipos do macréfagos de M1 para M2.
Martinez e colaboradores demonstraram que a fagocitose de células apoptéticas desencadeia
uma baixa expressdo de marcadores associados a um perfil M1 e o aumento da expressao de
moléculas associadas ao perfil de macréfagos anti-inflamatérios M2, com associacdo com a
Arginase-1, IL-10 e IL-4 (MARTINEZ et al, 2009).

Além da evidéncia de que o composto 4 possui a capacidade de modular a polarizagdo
de macrofagos para seu fenotipo anti-inflamatério (M2), foi verificada a sua agdo sobre o
receptor de manose (CD206), de superficie celular. Os resultados obtidos demonstraram um
aumento deste marcador na linhagem celular de macrofagos RAW 264.7 estudados. Estudos de

inflamagao em camundongos demonstraram que um canabindide com agao no receptor CB2 foi
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capaz de atenuar a inflamacao reduzindo a polarizacdo de macréfagos M1 e promovendo a
polarizagdo de macrofagos anti-inflamatorios M2 (DU et al., 2018).

Além disso, o composto 4 (1 uM) em estudo apresentou uma diminui¢cao no marcador
de superficie celular TLR4 (CD284-MD?2). Os receptores Toll-like medeiam a inflamagao
induzida por infecgdo e a inflamagdo estéril por moléculas endogenas. Estudos demonstraram
que os canabinoides, incluindo os fitocanabinodides, os endocanabindides endogenos e os
compostos canabinodides sintéticos, modificam as respostas imunes inatas via sinalizagdo
mediada por TLR em vérios tipos de células e tecidos (FITZPATRICK E DOWNER, 2017).
Especificamente em termos de TLR4, estudos anteriores mostraram que os fitocanabinoides
(THC, CBD), canabinoides sintéticos e canabindides endogenos (anandamida, N-araquidonoil
dopamina) inibem a sinalizacdo induzida por TLR4 em vérios tipos de células (FITZPATRICK,
DOWNER, 2017; KOZELA et al., 2010).

Os resultados demostraram que o composto 4 (1 uM), também inibiu
significativamente a fosforilacao da subunidade p65 NF-kB no citosol de células de macrofagos
RAW 264.7. O fator de transcricdo NF-kB ¢ um regulador critico de respostas imunoldgicas e
inflamatorias. Compreende em sua familia cinco membros, sendo as proteinas p50, p52, p65
(Rel-A), c-Rel e Rel-B, que sdo conhecidas como homo ou heterodimeros e permanecem como
um complexo inativo com IKb em células em repouso (BASAK et al.,, 2012; KARIN,
YAMAMMOTO, WANG, 2004). O fator NF-kB possui duas vias de sinalizagao distintas,
sendo: 1. Via candnica ativada principalmente por patdgenos e mediadores inflamatdrios e 2.
Via ndo candnica ativada principalmente pela sinaliza¢do de receptores especificos. A forma
mais abundante da via ativada por estimulos patoldgicos na via canonica ¢ o heterodimero p65:
p50 (CHRISTIAN, SMITH, CARMODY, 2016). O aumento desproporcional de p65 ativado ¢
o estimulo principal de muitas doengas cronicas e inflamatdrias. Desta forma, a via de
sinalizagdo NF-kB p65 ¢ uma importante via de estudo para o desenvolvimento de novas
substancias anti-inflamatorias (RAZANI, ZARNEGAR, YTTERBERG, 2010; SHIH, TSUI,
CALDWELL, HOFFMANN, 2011). Assim, sabe-se que a expressao de mediadores
inflamatorios, como as citocinas, ¢ estritamente controlada pelas vias de sinalizacdo
MAPK/NF-kB (MARTINEZ et al. 2009). Em estados fisiologicos normais apds a exposicao a
estimulantes inflamatorios como o LPS, o NF-kB ¢ ativado do citosol celular e transmigra para
o nucleo, onde se liga a regides promotoras que induzem a transcricdo de muitos genes

inflamatorios (WEI et al. 2018). Alaa e colegas (2021) também demonstraram que um
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canabindide sintético, agonista do receptor CB2, foi capaz de suprimir a inflamacao ¢ a fibrose
ao inibir a subunidade p65 da via do NF-kB em modelos de inflamagao para induzir a fibrose
hepatica em ratos (ALAA et al. 2021).

Pode-se categorizar os canabindides como compostos com a capacidade de ativar
receptores canabindides, do tipo 1 (CB1), expresso principalmente no cérebro, ou do tipo 2
(CB2), expresso predominantemente no sistema imune e células hematopoiéticas, ou ambos
(BURSTEIN E ZURIER, 2009; HOWLETT et al., 2004). Tratam-se de compostos
terpenofendlicos e mediadores lipidicos e podem ser categorizados com base na sua fonte,
sendo: fitocanabindides extraidos na planta Cannabis sp; endocanabinodides produzidos
endogenamente e canabinoides sintetizados em laboratdrio com base nos demais (PATIL et al.,
2015) podendo produzir efeitos semelhantes aos da planta Cannabis sp. (FONSESA et al.,
2013). As evidéncias de que o sistema endocanabindide apresenta efeitos imunomoduladores
levaram aos estudos com canabindides sintéticos, com foco nos efeitos imunossupressores,
sendo atualmente apontados como potencial terapia para tratamento de doengas autoimunes e
inflamatorias (BERDYSHEV, 2000). Além disso, hd evidéncias de que os canabindides
também podem regular a diferenciacdo dos fenotipos de macrofagos M1 ou M2
(MONTECUCCO et al., 2008).

Os macréfagos polarizados com seu fendtipo M2, sdo caracterizados por uma redugao
na expressao de citocinas pré-inflamatérias (IL-12p70, IL-6, TNF-a, MCP-1, IFN-y) e, em
contraste, por um aumento na producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-10 e IL-
13. Eles também mostram a regulag@o positiva do marcador de manose da superficie celular
(CD206) e Arginase-1, e redugdo na expressio de receptores TLR4 (FITZPATRICK,
DOWNER, 2017; KOZELA et al., 2010), corroborando com os resultados obtidos com o
composto 4. Os macrofagos polarizados M2 desempenham papéis importantes na protegao do
hospedeiro, diminuindo a inflamagdo e promovendo o reparo do tecido. No desenvolvimento
de muitas doencas, ha uma mudanga do fenotipo M1 para M2, observada principalmente
durante a transi¢ao do estagio agudo para o cronico, que pode fornecer protecdo contra a
inflamacdo descontrolada. Portanto, manter o equilibrio dos macrofagos do tipo M1-M2 pode
ser o ponto chave no tratamento de muitas doencas (GARCIA-ORTIZ, SERRADOR, 2017).

Assim, os resultados obtidos neste estudo mostram que diante de todos os diésteres de
aril-ciclohexanonas testados, o composto 4 possui alto potencial anti-inflamatério com

caracteristicas imunomodulatorias. Este composto apresentou baixa citotoxicidade, foi capaz
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de diminuir os niveis de 6xido nitrico, inibir a produ¢do de citocinas pro-inflamatdrias e
aumentar a producao de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 e IL-13), assim como a reduzir
a apoptose dos macrofagos. Finalmente, foi capaz de aumentar a expressao na superficie dos
macrofagos do receptor de manose (CD206), ao mesmo tempo reduzir a expressao dos
receptores Toll-like 4 (TLR4) e aumentar o indice fagocitico dos macréfagos, achados
caracteristicos do perfil fenotipico de macréfagos M2. Tal derivado canabinoide pode ser um
importante achado farmacoldgico com potencial imunomodulatério de macréfagos, desta
forma, ¢ de extrema valia o acréscimo de experimentos envolvendo pesquisa de fatores
transcricionais que configurem as vias inflamatorias, estudos in silico e in vivo com foco no

receptor endocanabindide CB2.
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6 CONCLUSAO

Dos 19 compostos sintéticos de aril-ciclohexanonas monocarboxiladas, o composto 4
apresentou um potencial efeito anti-inflamatério intimamente ligado a um contexto
imunomodulador. Uma vez que o composto apresenta achados experimentais tipicos atribuidos
a mudanca dos macréfagos do fendtipo M1 para M2, um possivel protdtipo para o
desenvolvimento futuro de um novo farmaco anti-inflamatério e imunomodulador para tratar
doengas inflamatdérias onde o contexto de polarizagdo dos macrofagos tenha um papel

fundamental.
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ANEXO 1

SINTESE DOS COMPOSTOS DIESTERES DE ARIL-CICLOHEXANONAS
PROCEDIMENTO GERAL PARA A PRODUCAO DE CICLOHEXANONAS (1 - 3)

Foi adicionado a um frasco de fundo redondo o respectivo benzaldeido substituido
com aril (1 equiv.) e etanol o suficiente para fazer uma solucao de 0,9 mol/L, em seguida, foi
adicionado acetoacetato de etil (2 equiv.). Posteriormente, n-butilamina (1 equiv.) foi
adicionada. A mistura foi agitada constantemente e aquecida a 60°C durante 16 horas. Apds o
resfriamento, o solvente foi removido a vacuo, e a mistura foi entdo suspensa em hexanos. O
precipitado branco formado foi filtrado e submetido a cromatografia em coluna de gel de silica
em um gradiente de 0 a 80% de acetato de etila em hexanos, os rendimentos dos produtos sao

demonstrados em cada caso especifico (Figura 13).

Figura 13 - Representacao molecular do procedimento geral para a produgao das
ciclohexanonas, dos compostos de 1 a 3.

Ry
R3 R, H N/\/\
O O 2
+ 0N /\O
~ EtOH 60°C 16h
(@]

(2 eq.)

Y

R4 R, Rj
1 OMe OMe H
2 OMe OMe OMe
3 Br H H

Figura 14 - Composto 1: Dietil 4-hidroxi-2-(3,4-dimetoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-

dicarboxilato.
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Representagdo molecular do composto 1, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: 91%. '"H NMR (300 MHz, CDCls) § 6.79 (s, 2H), 6.72 (s, 1H),
4.12 t0 3.97 (m, 3H), 9.94 (d, J 6.2 Hz, 1H), 3.90 (d, J 3.9 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.86 (s, 3H),
3.84 (s, 3H), 3.62 (d, J 12.6 Hz, 1H), 3.00 (d, J 12.1 Hz, 1H), 2.71 (d, J 14.3Hz, 1H), 2.48 (d,
J 143 Hz, 1H), 1.34 (s, 3H), 1.08 (t, J 7.1 Hz, 3H), 0.89 (t, J 7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz,
CDCls) 6 201.3, 173.9, 167.7, 148.8, 148.5, 130.7, 120.2, 111.3, 111.2, 72.9, 62.8, 61.1, 57.2,
56.0,55.9,52.7,44.8, 28.6, 14.0, 13.8. HRMS calculado para C21H2s0s [M+H]" m/z 409.1857,
encontrado m/z 409.1875.

Figura 15 - Composto 2: Dietil 4-hidroxi-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano-

1,3-dicarboxilato.

Representagdo molecular do composto 2, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (94%). 'H NMR (300 MHz, CDCls) § 6.67 (s, 2H), 6.50 (s, 1H),
4.04 to 3.95 (m, 4H), 3.81 (s, 6H), 3.68 (s, 3H), 3.44 (d, J 11.4 Hz, 1H), 2.84 (s, 2H), 2.80 (d,
J 7.4 Hz, 1H), 2.47 (d, J 14.4 Hz, 1H), 1.33 (s, 3H), 1.06 (t, J 7.1 Hz, 3H), 0.92 (t, J 7.2 Hz,
3H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 201.3, 173.8, 167.3, 153.2, 137.4, 133.9, 105.1, 72.9, 68.8,
62.4, 61.1, 60.8, 56.9, 56.2, 52.7, 45.4, 28.6, 14.0, 13.7. HRMS calculado para C22H3109
[M+H]" m/z 439.1963, encontrado m/z 439.2023.

Figura 16 - Composto 3: Dietil 4-hidroxi-2-(4-bromofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-
dicarboxilato.
Br

HO

Representagdo molecular do composto 3, diéster de aril-ciclohexanona.
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Rendimento isolado: (46%). '"H NMR (300 MHz, Acetone-D6) & 7.49 (d, J 8.4 Hz,
2H), 7.33 (d, J 8.4 Hz, 2H), 4.03 to 3.94 (m, 4H), 3.91 (q, J 7.2 Hz, 2H), 3.42 (dd, J, 1.7/10.2
Hz, 1H), 2.91 (dd, J 1.9/14.0 Hz, 1H), 2.49 (d, J 14.0 Hz, 1H), 1.35 (s, 3H), 1.04 (t, J 7.15 Hz,
3H), 0.9 (t, J, 7.1 Hz, 3H). 1*C NMR (75 MHz, Acetone-D6) & 201.5, 172.3, 167.7, 139.2,
131.3, 130.6, 120.7, 72.9, 72.8, 61.9, 60.3, 60.1, 56.3, 53.1, 44.5, 13.5, 13.2. HRMS calculado
para C19H24BrOs [M+H]" m/z 427.0751, encontrado m/z 427.0765.

PROCEDIMENTO GERAL PARA A PRODUCAO DE CICLOHEXANONAS (4-11)

A um baldo de fundo redondo foi adicionado o respectivo benzaldeido substituido com
aril (1 equiv.) e etanol suficiente para fazer uma solugdo de 0,7 mol/L. Em seguida, foi
adicionado acetoacetato de etil (2 equiv.). Posteriormente piperazina (0,5 equiv.) para a mistura.
Apos a dissolucao de cada componente, a mistura foi aquecida ao refluxo durante 10 minutos
e permaneceu sob agitagdo constante. Apos arrefecimento e permanéncia durante a noite a
temperatura ambiente, o precipitado solido branco formado foi filtrado e recristalizado em
etanol varias vezes até atingir a pureza. Os rendimentos dos produtos sdo demonstrados em

cada caso especifico.

Figura 17 - Representacao molecular do procedimento geral para a produgdo das
ciclohexanonas, dos compostos de 4 a 11.
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Figura 18 - Composto 4: Dietil 4-hidroxi-2-(4-metoxifenil)-4-metil-6-oxociclohexano-

1,3-dicarboxilato.

HO

Representagdo molecular do composto 4, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (47%). '"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.16 (d, J 8.7 Hz, 2H),
6.83 (d, J 8.7 Hz, 2H), 4.10 to 3.97 (m, 3H), 3.97 to 3.91 (m, 1H), 3.89 (dd, J 2.7/7.3 Hz, 1H),
3.78 (s, 3H), 3.62 (d, J 12.5 Hz, 1H), 3.01 (d, J 12.2 Hz, 1H), 2.71 (d, J 14.2 Hz, 1H), 2.49 (d,
J 14.2 Hz, 1H), 1.34 (s, 3H), 1.01 (t, J 7.1 Hz, 3H), 0.87 (t, J 7.2 Hz, 3H) *C NMR (75 MHz,
CDCls) 6 201.4, 173.9, 167.7, 159.0, 130.1, 129.1, 114.0, 72.9, 62.8, 61.0, 57.2, 55.3, 52.7,
44.5,28.7, 14.0, 13.7. HRMS calculado para C20H2707 [M+H]" m/z 379.1751, encontrado m/z
379.1748.

Figura 19 - Composto 5: Dietil 4-hidroxi-2-(4-clorofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-

dicarboxilato.
Cl
(@] (@]
-0 o
HO o

Representagdo molecular do composto 5, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (42%). "H NMR (300 MHz, CDCls) & 7.28 (d, J 8.3 Hz, 2H),
7.19 (d, J 8.3 Hz, 2H), 4.13 to 4.00 (m, 2H), 4.00 to 3.93 (m, 1H), 3.89 (ddd, J, 2.4/7.1/9.5 Hz,
2H), 3.02 (d, J 12.2 Hz, 1H), 2.72 (d, J 14.4 Hz, 1H), 2.51 (d,J 14.4 Hz, 1H), 1.35 (s, 3H), 1.08
(t, J, 7.2 Hz, 3H), 0.87 (t, J, 7.1 Hz, 3H). '3C NMR (75 MHz, CDCls) § 200.9, 173.6, 167.5,
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136.8, 133.6, 129.5, 128.8, 73.0, 62.3, 56.8, 52.7, 44.5, 28.6, 14.0, 13.7. HRMS calculado para
C19H24C106 [M+H]" m/z 383.1256, encontrado m/z 383.1276.

Figura 20 - Composto 6: Dietil 4-hidroxi-2-(4-fluorofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-

1,3-dicarboxilato.

HO

Representagdo molecular do composto 6, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (31%). '"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.27 to 7.21 (m, 2H), 7.05
to 6.95 (m, 2H), 4.11 to 3.96 (m, 4H), 3.90 (dd, J 2.5/7.3/9.6 Hz, 2H), 3.63 (d, J, 12.6 Hz, 1H),
3.02 (d, J 12.1 Hz, 1H), 2.73 (d, J 14.4 Hz, 1H), 2.51 (d, J 14.4 Hz, 1H), 1.36 (s, 3H), 1.07 (t,
J, 7.1 Hz, 3H), 0.87 (t,J, 7.1 Hz, 3H). '*C NMR (75 MHz, CDCl5) 6 200.9, 173.6, 167.5, 133.9,
133.6, 129.7 (d, J 8.13 Hz), 128.9, 115.7, 115.4, 73.0, 62.6, 61.1, 57.9, 57.0, 52.7, 44.4, 28.6,
13.9, 13.7. HRMS calculado para Ci19H24FO¢ [M+H]" m/z 367.1551, encontrado m/z 367.1574.

Figura 21 - Composto 7: Dietil 4-hidroxi-2-(3-clorofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-

1,3-dicarboxilato.

Cl

HO ©

Representagao molecular do composto 7, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (28%). 'H NMR (300 MHz, Acetone-D6) & 7.33 (dd, J 0.6/6.4
Hz, 1H), 7.31 (dd, J 2.1/7.1 Hz, 1H), 7.27 (dd, J 1.9/4.8 Hz, 1H), 4.04 to 3.95 (m, 4H), 3.91
(ddd, J0.8/7.1/14.1 Hz, 2H), 3.45 (dd, J 3.4/8.6 Hz, 1H), 2.91 (dd, J 1.8/14.1 Hz, 1H), 2.84 (s,
1H), 2.80 (sl, 1H), 2.50 (d, J 14.0 Hz, 1H), 1.36, (s, 3H), 1.04 (t, J 7.1 Hz, 3H), 0.90 (t, J 7.1
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Hz, 3H). '*C NMR (75 MHz, Acetone-D6) § 201.4, 167.7, 142.2, 133.5, 129.9, 128.5, 127.3,
127.2, 72.9, 61.8, 60.2, 60.1, 56.2, 53.1, 44.7, 13.5, 13.2. HRMS calculado para CisH13ClO3
[M+H]" m/z 293.0939, encontrado m/z 293.0992.

Figura 22 - Composto 8: Dietil 4-hidroxi-2-(3-fluorofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-

1,3-dicarboxilato.

Representagdo molecular do composto 8, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (42%) 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.26 to 7.21 (m, 3H), 7.18
to 7.11 (m, 1H), 4.16 to 3.80 (m, 5H), 3.62 (d, J 12.6 Hz, 1H), 3.01 (d, J 12.2 Hz, 1H), 2.72 (d,
J12.3 Hz, 1H), 2.50 (d, J 14.4 Hz, 1H), 1.34 (s, 3H), 1.08 (t, J 7.3 Hz, 3H), 0.86 (t, J 7.05 Hz,
3H). *C NMR (75 MHz, CDCls) & 200.7, 173.5, 167.4, 140.3, 134.5, 129.9, 128.3, 128.0,
126.4, 73.0, 62.2, 61.2, 56.7, 52.7, 44.8, 28.6, 14.0, 13.7. HRMS calculado para Ci19H24FO¢
[M+H]" m/z 367.1551, encontrado m/z 367.1535.

Figura 23 - Composto 9: Dietil 4-hidroxi-2-(3-nitrofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-

dicarboxilato.
NO,
O O
-0 o
HO ©

Representagdo molecular do composto 9, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (13%) '"H NMR (300 MHz, CDCls) & 8.20 (s, 1H), 8.14 (d, J 8.1
Hz, 1H), 7.61 (d, J 7.6 Hz, 1H), 7.50 (t, J 7.7 Hz, 1H), 4.18 (t,J 12.4 Hz, 1H), 4.12 to 3.92 (m,
2H), 3.88 (q, J 7.16 Hz, 2H), 3.69 (d, J 12.5 Hz, 1H), 3.13 (d, J 12.2 Hz, 1H), 2.76 (d, J 14.3
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Hz, 1H),2.57 (d,J 14.3 Hz, 1H), 1.37 (s, 3H), 1.08 (t, J 7.1 Hz, 3H), 0.83 (t, J 7.1 Hz, 3H). 3C
NMR (75 MHz, CDCls) § 200.1, 173.1, 167.2, 148.4, 140.7, 135.0, 129.7, 122.9, 122.7, 73.1,

62.0,61.4,61.3, 56.5, 52.7,44.7, 28.5, 14.0, 13.7. HRMS calculado para C19H24NOs [M+H]"
m/z 394.1496, encontrado m/z 394.1499.

Figura 24 - Composto 10: Dietil 4-hidroxi-2-(4-nitrofenil)-4-metil-6-oxociclohexano-

1,3-dicarboxilato.

NO,

HO
Representag@o molecular do composto 10, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (55%). '"H NMR (300 MHz, CDCI3) & 8.19 (d, J 8.6 Hz, 2H),
747 (d, J 8.6 Hz, 2H), 4.20 (dd, J 2.8/11.0 Hz, 1H), 4.15 to 3.95 (m, 3H), 3.89 (ddd, J
3.3/7.2/14.3 Hz, 2H), 3.09 (d, J 12.1 Hz, 1H), 2.76 (d, J 14.3 Hz, 1H), 2.57 (d, J 14.1 Hz, 1H),
1.37 (s, 3H), 1.09 (t,J 7.1 Hz, 3H), 0.87 (t,J 7.2 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCI3) & 200.1,
173.1, 170.5, 147.5, 145.9, 129.3, 123.9, 73.1, 61.8, 61.4, 61.3, 56.4, 52.8, 44.8, 28.5, 14.0,
13.8. HRMS calculado para C19H24NOg [M+H]" m/z 394.1496, encontrado m/z 394.1581.

Figura 25 - Composto 11: Dietil 4-hidroxi-2-fenil-4-metil-6-oxociclohexano-1,3-

dicarboxilato.
O O

/\O O/\
HO ©

Representagdo molecular do composto 11, diéster de aril-ciclohexanona.
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Rendimento isolado: (14%). "H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.32 to 7.19 (m, 5H), 4.09
to 3.94 (m, 2H), 4.00 (dd, J 12.6/12.2 Hz, 1H), 3.91 to 3.79 (m, 2H), 3.69 (d, J 12.6 Hz, 1H),
3.04 (d, J 12.2 Hz, 1H), 2.71 (d, J 14.3 Hz, 1H), 2.51 (d, J 14.3 Hz, 1H), 1.34 (s, 3H), 1.03 (4,
J7.1Hz, 3H), 0.79 (t,J 7.1 Hz, 3H). 1*C NMR (75 MHz, CDCls) § 201.4, 173.9, 167.7, 138.1,
128.6, 128.1, 127.8, 73.1, 62.5, 61.0, 57.0, 52.7, 45.3, 28.6, 13.9, 13.6. HRMS calculado para
Ci9H2406 [M+H]" m/z 349.1646, encontrado m/z 349.1657.

PROCEDIMENTO GERAL PARA A PRODUCAO DE CICLOHEXANONAS (12 - 19)

A um frasco resistente ao calor de 10 mL foi adicionado a respectiva ciclohexanona
substituida com aril preparada nos métodos anteriores (1 equiv.) e carbonato de potéssio (1
equiv.). O frasco foi selado e ap6s um fluxo constante de gas argdnio ter sido estabelecido, o
frasco foi aquecido a 350°C com uma pistola de calor até o material de partida derreter
completamente e parar de borbulhar (aproximadamente 5 minutos). O material resultante foi
diluido com acetato de etila e submetido a cromatografia em coluna de silica gel em gradiente
de 10 a 20% de acetona em hexanos, resultando em produtos oleosos com leve coloragdao

amarela. Os rendimentos dos produtos sdo demonstrados em cada caso especifico.

Figura 26 - Representacao molecular do procedimento geral para a produgdo das
ciclohexanonas, dos compostos de 12 a 19.

K,CO3
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Figura 27 - Composto 12: Etil 2-(3-fluorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.
O
O
T
(@]

Representag@o molecular do composto 12, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (23%). '"H NMR (300 MHz, CDCls) § 7.26 (dd, J 7.8/14.6 Hz, 1H),
6.98 (d, J 7.8 Hz, 1H), 6.95 to 6.88 (m, 2H), 6.03 (sl, 1H), 4.05 (q, J 7.1 Hz, 2H), 3.69 to 3.58
(m, 1H), 3.54 (d, J 9.4 Hz, 1H), 2.69 (dd, J 4.7/16.7 Hz, 1H), 2.58 (dd, J 11.1/16.7 Hz, 1H),
1.96 (s, 3H), 1.07 (t, J 7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 196.7, 171.1, 156.1, 143.5,
143.4,130.3 (d,J 8.2 Hz), 128.4,122.9 (d,J 2.7 Hz), 114.4 (d,J 10.1 Hz), 114.1 (d, J 10.1 Hz),
61.3, 54.0, 43.7, 42.5, 22.3, 13.9. HRMS calculado para Ci6H17¢7O3 [M+ Na]™ m/z 299.1054,
encontrado m/z 299.1050.

Figura 28 - Composto 13: Etil 2-(4-fluorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.

F

OI
Pe
(@)

Representagdo molecular do composto 13, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (17%). 'H NMR (300 MHz, CDClz) & 7.18 (dd, J 8.5/5.4 Hz, 2H),
7.95 to 6.94 (m, 3H), 6.03 (sl, 1H), 4.04, (g, J 7.1 Hz, 2H), 3.68 to 3.53 (m, 1H), 3.52 (d, J 9.5
Hz, 1H), 2.68 (dd, J4.8/16.6 Hz, 1H), 2.61 (dd, J 5.4/16.6 Hz, 1H), 1.96 (sl, 3H), 1.07 (t,J 7.1
Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls) § 197.0, 171.2, 156.3, 136.6 (d, J 3.2 Hz), 128.8 (d, J
8.15 Hz), 115.7, 115.5, 61.2, 54.4, 43.4, 42.9, 22.3, 14.0. HRMS calculado para CicHi7rO3
[M+H]" m/z 277.1234, encontrado m/z 277.1228.
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Figura 29 - Composto 14: Etil 2-(3-clorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.

‘CI
)
0e
@)

Representag@o molecular do composto 14, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (47%). 'H NMR (300 MHz, CDCls) § 7.26 to 7.20 (m, 3H), 7.14 to
7.01 (m, 1H), 6.07 (t,J 1.3 Hz, 1H), 4.09 (q, J 7.2 Hz, 2H), 3.65 (ddd, J 4.8/9.4/11.4 Hz, 1H),
3.54(d,J9.6 Hz, 1H), 2.72 (dd, J 4.7/16.6 Hz, 1H), 2.61 (dd, J 11.2/16.5 Hz. 1H). 1,99 (t,J 1.1
Hz, 3H), 1.12 (t,J 7.1 Hz, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCl3) § 196.7, 171.0, 156.0, 134.6, 130.1,
128.4,127.7,127.6, 125.5,61.4,54.1,43.7,42.5,22.4, 14.0. HRMS calculado para C16H13C10O3
[M+H]" m/z 293.0939, encontrado m/z 293.0957.

Figura 30 - Composto 15: Etil 2-(4-metoxyfenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.

~o

OI
DS
O

Representagdo molecular do composto 15, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (32%) '"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.15 (d, J 8.6 Hz, 2H), 6.85
(d, J 8.6 Hz, 2H), 6.06 (t, J 1.5 Hz, 1H), 7.07 (q, J 7.2 Hz, 2H), 2.71(dd, J 4.6/16.6 Hz, 1H),
2.64 (d, J 10.9 Hz, 1H), 1.99 (t, J 1.1 Hz, 3H), 1.61 (s, 3H), 1.12 (t, J 7.2 Hz, 3H), '*C RMN
(75 MHz, CDCls) 6 197.5, 171.4, 158.8, 156.4, 133.0, 128.4, 128.3, 114.1, 61.2, 55.3, 54.7,
43.1, 22.4, 14.0. HRMS calculado para Ci7H2104 [M+H]" m/z 289.1434, encontrado m/z
289.1457.
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Figura 31 - Composto 16: Etil 2-(4-clorofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.

Cl
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Representag@o molecular do composto 16, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (6%). 'H NMR (300 MHz, CDCl3) 3 7.31 (d, J 8.4 Hz, 2H), 7.17 (d,
J 8.4 Hz, 2H), 6.07 (t, J 1.3 Hz, 1H), 4.08 (q, J 7.2 Hz, 2H), 3.66 (ddd, J 4.8/9.6/11.4 Hz, 1H),
3.54 (d,J9.6 Hz, 1H), 2.72 (dd, J 4.8/16.6 Hz, 1H), 2.60 (dd, J 11.4/16.6 Hz, 1H), 2.00 (¢, J 1.1
Hz, 3H), 1.31 (t,J 7.2 Hz, 3H). '*C NMR (75 MHz, CDCl3) § 196.8, 171.1, 156.1, 139.4, 133.2,
129.0, 128.6, 128.4, 61.4, 54.2, 43.4, 42.7, 22.4, 14.0. HRMS calculado para CicHisClO3
[M+H]" m/z 293.0939, encontrado m/z 293.0992.

Figura 32 - Composto 17: Etil 2-fenil-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-carboxilato.

o
Representagdo molecular do composto 17, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (52%). "H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.28 to 7.16 (m, SH), 5.99 (t,
J 1.4 Hz, 1H), 3.97 (q, J 7.1 Hz, 2H), 3.58 (dd, J 5.5/9.7 Hz, 1H), 3.54 (d, J 9.0 Hz, 1H), 2.62
(d, J 5.5 Hz, 1H), 2.60 (dd, J 1.7/9.0 Hz, 1H), 1.91 (sl, 3H), 0.99 (t, J 7.1 Hz, 3H). *C NMR
(75 MHz, CDCl3) ¢ 197.2, 171.3, 156.4, 140.9, 128.7, 127.4, 127.2, 127.1, 61.1, 54.2, 44.1,

42.8, 22.3, 13.9. HRMS calculado para CisHisO3 [M+H]" m/z 259.1329, encontrado m/z
259.1338.
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Figura 33 - Composto 18: Etil 2-(3-nitrofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.
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Representag@o molecular do composto 18, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (50%). '"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.17 to 8.12 (m, 2H), 7.6 to
7.5 (m, 2H), 6.09 (t, J 1.5 Hz, 1H), 4.09 (q, J 7.2 Hz, 2H), 3.81 (dd, J 5,6/10,1 Hz, 1H), 3.67
(d,J9.3 Hz, 1H), 2.76 (dd, J 5.6/16.6 Hz, 1H), 2.69 (dd, J 10.1/16.6 Hz, 1H), 2.02 (t,J 1.2 Hz,
3H), 1.12 (t, J 7.2 Hz, 3H). 1*C NMR (75 MHz, CDCI3) § 196.1, 170.8, 155.9, 148.4, 143.0,
133.7, 129.9, 128.4, 122.6, 122.2, 61.5, 53.7, 43.5, 42.3, 22.3, 13.9. HRMS calculado para
Ci6H17NOs [M+H]" m/z 304.1179, encontrado m/z 304.1205.

Figura 34 - Composto 19: Etil 2-(4-nitrofenil)-4-metil-6-oxo-4-ciclohexeno-3-

carboxilato.
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Representagdo molecular do composto 19, diéster de aril-ciclohexanona.

Rendimento isolado: (54%). 'H NMR (300 MHz, CDCls)  8.12 (d, J 8.8 Hz, 2H), 7.39
(d, J 7.39 Hz, 2H), 6.01 (t, J 1.7 Hz, 1H), 4.02 (dq, J 2.5/7.1 Hz, 2H), 3.80 to 3.72 (m, 1H),
3.59 (d, J 9.3 Hz, 1H), 2.68 (dd, J 5.4/16.7 Hz, 1H), 2.60 (dd, J 10.6/16.7 Hz, 1H), 1.95 (t, J
1.2 Hz, 3H), 1.05 (t, J 7.1 Hz, 3H). '3C NMR (75 MHz, CDCls) § 196.0, 170.7, 155.9, 148.3,
147.2,128.4,124.0, 123.7,61.5, 53.5,43.7,42.1,22.3, 13.9. HRMS calculado para CisH17NOs
[M+H]" m/z 304.1179, encontrado m/z 304.1205.
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CARACTERIZACAO DE SUBSTANCIAS PRODUZIDAS (1-19)

Uma vez isoladas, todas as substancias obtidas foram caracterizadas por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massa de Alta Resolucao (HRMS). Os dados
de NMR foram obtidos usando um Fourier-300® da Bruker (Ettlingen, Baden-Wiirttemberg,
Alemanha), operando a 300MHz para hidrogénio e 7SMHz para o carbono, os dados de NMR
obtidos foram processados usando o software Topspin® v.4.0.9 da Bruker (Ettlingen, Baden-
Wiirttemberg, Alemanha). O HRMS foi obtido usando um Xevo-G2S-QTof® da Waters,
operando no modo positivo na faixa de 150 a 1500Da. Usando leu-encefalina como massa de
bloqueio. Os dados HRMS obtidos foram processados no software Mass Lynx® V4.2 da
Waters.



		2021-11-14T18:06:31-0300


		2021-11-15T21:42:53-0300


		2021-11-16T09:40:45-0300


		2021-11-16T10:15:45-0300


		2021-11-16T12:03:11-0300




