INTRODUCAO

A inflamagéo € a resposta do sistema imune aos danos celulares e teciduais
causados por infeccBes microbianas ou estimulos nocivos de origem quimica ou fisica.
Desta forma, o processo inflamatorio é geralmente uma resposta que visa estritamente
a protecdo do organismo contra infec¢des, bem como o reparo, apds eventuais danos
teciduais (Haanen e Vermes, 1995; Weiss, 2002). Entretanto, em alguns casos, 0
processo inflamatério prossegue até tornar-se crénico, levando a doencas como a
artrite. Ja em outros casos, como no choque séptico, um processo inflamatério local
agudo pode resultar em uma resposta generalizada, associada a faléncia multipla de
orgaos e morte (Weiss, 2002; Tracey, 2002).

Atualmente, sabe-se que além das patologias tipicamente inflamatorias, como
por exemplo, a artrite, a colite e a asma, outras doengcas como a aterosclerose, a
doenca de Alzheimer, a esclerose multipla, a psoriase, o diabetes tipo 1 e a dermatite
atopica possuem componentes inflamatérios, fazendo da inflamacdo um processo
comum a varias patologias aparentemente distintas (Nathan, 2002; Cirino et al., 2003).

A extensdo dos eventos inflamatorios observados esta diretamente relacionada a
intensidade do estimulo inicial e aos mecanismos imunolégicos que sao ativados
(MclIntyre et al., 1997). As reac¢des inflamatorias locais sdo caracterizadas por aumento
do fluxo sangiiineo e da permeabilidade vascular, dilatacdo venular e acumulo de
células do processo inflamatério. As principais células envolvidas na fase aguda da
inflamacdo sdo os neutrdéfilos, enquanto que, na fase tardia, mondcitos/macrofagos e
algumas linhagens de linfocitos migram para o sitio inflamatério (Huerre e Gounon,

1996). Varios aspectos do processo inflamatério sdo regulados por mediadores



produzidos por células do sistema imune e células endoteliais. Estes mediadores em
questdo podem ser definidos como moléculas soluveis e difusiveis, e séo
representados por produtos da degranulacdo de mastoécitos (histamina e serotonina),
componentes do sistema complemento, citocinas, leucotrienos, prostaglandinas e
outros mediadores lipidicos. Além destes, o gas Oxido nitrico (NO), também exerce
papel fundamental no processo inflamatorio.

O fator relaxante derivado do endotélio (EDRF)/NO foi descoberto em 1980 por
Furchgott e Zawadzki (Furchgott e Zawadzki, 1980). Neste estudo pioneiro, Furchgott e
Zawadzki demonstraram que o relaxamento de preparacfes de anéis de aorta de
coelho, pré-contraidas com fenilefrina, requeria a presenca de endotélio integro, sendo
este, a fonte de algum fator responsavel pelo relaxamento observado nos anéis de
aorta. Um ano apOs a descoberta do EDRF, demonstrou-se que varios agentes
vasodilatadores, incluindo o iondforo de calcio A-23187, trifosfato de adenosina (ATP),
difosfato de adenosina (ADP), bradicinina (BK) e substancia P (SP), produziam
relaxamento através de um mecanismo dependente do endotélio e do acumulo de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (Furchgott, 1981). Simultaneamente, foi
observado que a acdo vasodilatadora do EDRF era bastante semelhante a dos
nitrovasodilatadores. Por esta razdo, Murad denominou o EDRF de nitrato enddégeno ou
nitrovasodilatador endégeno (Murad, 1986). Logo apos, Moncada prop6s que o EDRF
era equivalente ao NO (Palmer et al., 1987).

Simultédnea, embora independentemente dos estudos sobre EDRF/NO e sistema
cardiovascular, o papel dos compostos de nitrogénio na resisténcia antimicrobiana de
mamiferos foi elucidada. Assim, em 1981, Tannenbaum et al., observaram que em

humanos, a excrecdo de oOxidos de nitrogénio excedia a quantidade de nitrogénio



ingerida (Nathan et al., 1997). Da mesma forma, Green et al. (1981), utilizando ratos
livres de germes, demonstraram que a origem dos o6xidos de nitrogénio estava
relacionada ao hospedeiro e ndo a sua flora bacteriana. Estudos demonstraram que
particularmente os macréfagos podiam produzir nitrito e nitrato e que o metabolismo
oxidativo destas células era acoplado a sintese de um intermediario citostatico,
resultando na producéo de nitrito e nitrato (Stuehr e Marletta, 1985; Hibbs et al., 1987;
lyengar et al., 1987). Desta forma, foi sugerido que o efeito citotoxico dos macrofagos e
os efeitos vasodilatadores poderiam ser mediados através dos mesmos sistemas de
producdo de NO (Stuehr et al., 1989). Com base nesta idéia, varios estudos foram
realizados na tentativa de elucidar as vias bioquimicas envolvidas na sintese do NO.
Atualmente, sabe-se que o NO é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina e
do oxigénio molecular por um processo enzimatico que utiliza elétrons doados pela
nicotinamida adenina difosfato reduzida (NADPH). As enzimas Oxido nitrico sintases
(NOS) oxidam o nitrogénio contido no grupo guanidino do aminoacido L-ariginina,
utiizando para isto, o oxigénio molecular, em duas reacdes sequenciais de
monooxigenacao, passando pelo intermediario N-hidroxil-L-arginina e gerando NO e
citrulina. Para sua atividade as NOS requerem como co-fatores a tetrahidrobiopterina
(BH,4), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e flavina adenina mononucleotideo (FMN)
assim como a ligacdo a calmodulina. Uma molécula de L-arginina da origem a uma
molécula de NO, sendo que o atomo de nitrogénio provém de um grupo guanidino
terminal da cadeia lateral da arginina (Coleman, 2001). Além disso, 1,5 moléculas de
NADPH e duas moléculas de O, ambos co-substratos, sdo convertidos em 1,5
moléculas de NAD"* e duas moléculas de agua como co-produtos (MacMicking et al.,

1997).



Nos mamiferos, foram descritas até hoje, trés isoformas funcionais de NOS, cada
uma codificada por um gene (Knowles e Moncada, 1994; Coleman, 2001) (ver TABELA
1). As isoformas humanas possuem homologia de 55% na sequiéncia de aminoacidos
(Michel e Feron, 1997; Coleman, 2001).

A nNOS (NOS 1) e a eNOS (NOS IIl) foram originalmente identificadas em
neurénios de rato e células endoteliais bovinas, respectivamente. Entretanto, sabe-se
que sua distribuicdo € bem mais ampla do que a sugerida por seus nomes. Assim, a
NNOS ndo é somente expressa em nheurbnios, mas pode ser encontrada na
musculatura esquelética, epitélio bronquiolar e traquéia (Kobzik et al., 1993; Feihl et al.,
2001). Da mesma forma, a eNOS foi detectada em plaguetas e algumas populacdes
neuronais, além das células do endotélio vascular (Nathan e Xie, 1994; Murad, 1999;
Feihl et al., 2001). Nestes tecidos, a expressdao da nNOS e da eNOS é constitutiva,
embora sua expressdo possa ser alterada em algumas situacdes (Michel e Feron,
1997). Como exemplo, os niveis de eNOS podem ser aumentados pelo estresse de
cisalhamento (Fleming et al., 1998) ou exercicio (Wang et al., 1997), assim como
podem ser reduzidos por estimulos inflamatérios como o fator de necrose tumoral o
(TNF-o) (Nathan e Xie, 1994). A nNOS assim como a eNOS tém sua atividade regulada
primariamente pelos niveis de célcio, uma vez que sO se ligam a calmodulina na
presenca de concentracfes de calcio intracelular aumentadas (Knowles e Moncada,
1994). Quando estimuladas, estas isoformas produzem pouca quantidade de NO
(concentracbes picomolares) durante alguns minutos, o suficiente para que o NO

exerca seus efeitos fisioldgicos nos sistemas cardiovascular e nervoso (Stuehr, 1999).



A terceira isoforma, uma NOS indutivel (iNOS ou NOS II) pode ser encontrada de
forma constitutiva em alguns tecidos, incluindo o epitélio pulmonar (Dweik et al., 1998),
mas € tipicamente expressa em resposta a estimulos como radiacdo ultravioleta,
ozobnio, trauma, produtos bacterianos (como LPS e enterotoxinas) (McKay et al., 1999),
além de citocinas e outros mediadores inflamatorios (Kroncke et al., 1995; Hierholzer et
al., 1998; Feihl, 2001). Uma vez expressa, a INOS produz grandes quantidades de NO
por periodos prolongados de tempo (concentracfes nano a micromolares por até 5
dias) (MacMicking et al., 1997; Davis et al., 2001; Mendes et al., 2002). Originalmente
descoberta em macrofagos, a INOS também pode ser induzida em neutrofilos,
hepatocitos, células da musculatura lisa vascular, fibroblastos e células epiteliais, dentre
outras (Davis et al., 2001; Feihl et al., 2001). Ao contrario das isoformas constitutivas, a
INOS encontra-se ligada a calmodulina mesmo em baixas concentracdes de calcio
intracelular, tornando sua atividade independente do aumento das flutuacées dos

niveis de calcio (Davis et al, 2001).



Tabela 1 — Caracteristicas das NOS

Enzimas constitutivas Enzimainduzida
NNOS eNOS INOS
134 kDA 160 kDa 130 kDa
Citosoélica ou ligada a Citosolica Citosolica ou ligada a
membrana celular organelas
Dependente de NADPH e Dependente de NADPH e Dependente de NADPH e
BH4 BH4 BH4
Dioxigenase Dioxigenase Dioxigenase
Dependente de Dependente de Independente de
Ca?*/calmodulina Ca?*/calmodulina Ca?*/calmodulina
Concentracao de NO Concentragédo de NO Concentracao de NO
produzido: pmol produzido: pmol produzido: nmol
Liberacdo de curta Liberacéo de curta Liberacéo prolongada
duracéo duracao
Cromossomo 12 Cromossomo 7 Cromossomo 17

(Adaptado de Moncada et al., 1991)

A combinacdo enzimatica de um atomo de nitrogénio com um de oxigénio forma
0 menor produto sintético das células de mamiferos. O NO é uma espécie reativa de
nitrogénio radicalar cujas propriedades fisico-quimicas e biolégicas sdo determindas por
seu pequeno tamanho (30 Da), auséncia de carga e um elétron despareado (Coleman,
2001). O elétron despareado torna o NO um radical livre a procura de moléculas que
aceitem ou compartilhem este elétron. Moléculas-alvo incluem grupos tidis, metais,
oxigénio molecular (ver FIGURA 1) e outros radicais (Timothy e Billiar, 1995). As ultimas
duas classes de reacdo originam compostos que, dependendo do caso, sdo muito mais
reativos que o proprio NO, capazes de iniciar cascatas de eventos coletivamente
chamadas de efeitos indiretos do NO (TABELAS 3 e 4). Estes podem ser contrastados

com os efeitos diretos (ver TABELA 2), em sua maior parte, representados pela



interacdo do NO com o ferro contido nos grupos prostéticos de enzimas, resultando na
modulacao da atividade enzimatica.

O NO é um mediador fisiolégico importante. No sistema nervoso, o0 NO é
conhecido como um neurotransmissor “nado-classico”, e ¢é responsavel pela
neurotransmissdo em neurdnios ndo-adrenérgicos nado-colinérgicos da periferia que
medeiam o relaxamento da musculatura lisa e regula a motilidade gastrointestinal (Bryk
e Wolff, 1999). Aléem disso, centralmente, o NO modula a percepcdo dolorosa, a
plasticidade neuronal (Christopherson e Bredt, 1997), além de estar envolvido na
potencializacdo de longo prazo (Wilson et al., 1997). Nos vasos, o NO produzido pela
eNOS controla a pressao e o fluxo sangilineo através da interagcdo com a guanilato
ciclase soluvel e consequente relaxamento da musculatura lisa vascular (Rapoport e
Murad, 1983). J&4 no sistema imune, o NO € necessario para defesa do hospedeiro,
ajudando a erradicar patogenos invasores e células tumorais (Moncada et al., 1991;
Nathan, 1997). Mais ainda, a presenca de NO & critica para a cicatrizacdo normal, uma

vez que promove a sintese de colageno e a angiogénese (MacMicking et al., 1997).

NO, _

NO; (nitrito) NO

(nitrato) A (nitroxil)

NO + O,
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Tabela 2. Efeitos diretos do NO

Reacao Alvo molecular Efeito Conseqiéncias fisiologicas
1. Metais Ferro do Guanilato ciclase Ativacao Vasodilatacao
grupamento heme Adesdao reduzida de plaquetas e
leucécitos
Transdugdao de sinal no sistema
nervoso
Citocromo P450 Inibicdo Regulagcéo do metabolismo de
esteroides e eicosanoides
Metabolismo alterado de drogas
COX Ativacao ou inibicao Modulacéo da resposta inflamatoria
Citocromo oxidase Inibicdo Controle fisiolégico da respiracao
celular
NOS Inibicdo Auto-regulacéo da producao de NO
Hemoglobina Formacéo de nitrosil-  Regulacdo alostérica da liberacéo
hemoglobina de O,
Ferro ndo-heme  Tromboxano sintetase Inibicdo Formacéo reduzida de tromboxanos
Reacdes redox Hemoglobina Ligacao ao grupo heme Formacéo de metahemoglobina;
catabolismo do NO
Metais polivalentes Reducao Reducao do estresse oxidativo
2. Radicais Hidroperoéxidos lipidicos Sequestro Reducao do estresse oxidativo
livres
Radical superoxido  Sequestro com formacdo Reducao do estresse oxidativo
de peroxinitrito Efeitos indiretos
3.0, Formacéao de N,O; Efeitos indiretos

(Adaptado de Feihl et al., 2001)



Tabela 3. Efeitos indiretos do NO via S-nitrosacao

Alvo molecular Efeito

Consequécias fisiolégicas

Receptor de glicocorticoide Dessensibilizagéo
Canais ibnicos

Receptores rianodine Ativagéo
Canais de Ca?" dependentes de K* Ativacao
Proteinas metabolicas
GAPDH Inibic&do
Creatina quinase Inibicdo
Alcool desidrogenase Inibic&do
Enzimas do metabolismo da GSH Inibicdo
Sistemas de amplificagéo de sinal
PKC! Inibicdo
Proteinas-G Variavel
Fatores de transcricao
NF-«B? Inibic&o
AP-1, c-jun, c-Myb Inibicdo

Efeito reduzido dos corticéides

Liberacdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico cardiaco e
esquelético
Vasodilatacao

Inibicéo da glicélise

Geracdo anaerébica de ATP reduzida
Reducédo do metabolismo do etanol
Diminuicdo das defesas antioxidantes

Inibicdo das cascatas de sinalizacdo dependentes de PKC
Modulacao sindptica, regulacdo do batimento cardiaco

Modulacao da cascata inflamatoria
Reducao da atividade transcricional

Ativacéio da PKC pode resultar de um efeito direto do NO

(Adaptado de Feihl et al., 2001)

2Aumento da atividade do NF-«B pode resultar de um efeito direto do NO



Tabela 4. Efeitos do peroxinitrito

10

Alvo molecular Efeito Conseqiéncias fisiologicas
Reacdes de oxidacao
DNA Quebra da fita Ativacao de PARP
Modificacdo de bases Mutagénese
Tiois Oxidacéo de GSH Defesa antioxidante diminuida
Inibicdo de proteinas com dedos de zinco Inibicdo de fatores de transcricao
Lipideos Peroxidacao Dano de membrana, desmielinizacéo,

Enzimas mitocondriais
Reacg0des de nitragao

SOD

Prostaglandina I, sintase

Tirosina hidroxilase
Proteinas do citoesqueleto
Substrato de quinases

Inibicdo da aconitase e complexos I, Il e V
Inibicdo

Inibicdo

Inibicdo

Estrutura alterada

Estrutura alterada

oxidacéo de LDL
Inibicdo da respiracao celular

Defesas antioxidantes diminuidas
Efeito antiagregante e vasodilatador
dependentes da PGl, diminuidos
Deficiéncia de dopamina
Desorganizacao da arquitetura celular
Inibicdo da sinalizacdo

Adaptado de Feihl et al., 2001
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Embora muito importante para a sinalizacédo fisiolégica, o excesso de NO é
extremamente citotoxico. Assim, a producdo desregulada de NO pela nNOS esta
associada a varias doencas neurodegenerativas como as doencas de Parkinson e
Huntington (Dawson, 1991; Christopherson e Bredt, 1997). Além disso, o NO também
esta envolvido no dano neuronal associado a toxicidade do glutamato (Dawson et al.,
1996). Em condicbes inflamatoérias cronicas, a iINOS é induzida, produzindo grandes
quantidades de NO, que acaba lesando as células do hospedeiro, como observado em
doencas autoimunes (Moilanen e Vapaatalo, 1995). Existem evidéncias de que a
inducdo da INOS medeia o dano tecidual observado na artrite reumatéide, psoriase,
glomerulonefrite, diabetes, disfuncdo miocardica e lupus sistémico (Evans et al., 1995;
Dusting e MacDonald, 1995; Klahr e Morrissey, 1995). Mais ainda, a hipotensédo e
vasodilatacdo profundas observadas durante o choque seéptico ou endotdxico é
resultado da producao exacerbada de NO pela INOS em resposta as citocinas e outros
mediadores inflamatorios circulantes (Cobb e Danner, 1996; Johnson e Billiar, 1998).

No processo inflamatorio, o papel do 6xido nitrico é bastante controverso e tem
sido descrito como dual. Assim, o NO exerce efeitos toxicos, regulatérios, apoptoticos e
anti-apoptoéticos sobre diferentes tipos celulares em diferentes estagios do processo
inflamatorio (Coleman, 2001). Varios estudos mostram que o NO inibe a ativacdo e
degranulacdo assim como a sintese de mediadores mastocitarios, desta forma inibindo
processos inflamatorios dependentes desta célula, como por exemplo, a asma
(Coleman, 2002). Adicionalmente, a administracdo de inibidores das NOS aumenta a

degranulacdo de mastdcitos na mucosa intestinal e a adeséo de leucocitos ao endotélio
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vascular de ratos (Kanwar et al.,, 1994; Kimura et al., 1999). Fernandes et al.
(2002) demonstraram que o tratamento prévio (4 h) de camundongos com
doadores de NO foi capaz de inibir o edema de pata induzido pela carragenina,
dextrana, BK e histamina, sendo que os efeitos inibitérios parecem depender da
guanilato ciclase soluvel e de canais de potassio. Outras evidéncias do papel
antiinflamatério do NO sao fornecidas por Paul-Clark et al. (2001) que mostram
que a administracao local de inibidores das NOS aumenta a exsudacéo e o influxo
de células inflamatorias no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em
ratos. Os autores afirmam que a inibicdo da producdo de NO intensifica o
processo inflamatério pelo aumento da liberacdo de histamina, leucotrieno By
(LTB4) e espécies reativas de oxigénio (ROS). Adicionalmente, o NO diminui a
liberacdo de proteina quimioatrativa para mondcitos (MIP-1) assim como inibe a
expressao da molécula de adesdao VCAM-1 em células endoteliais humanas em
cultura (Walley et al., 1999).

Por outro lado, o NO dilata a microvasculatura promovendo assim o
aumento da permeabilidade vascular que culminara na formacdo de edema
(Giraldelo et al., 1994). Mais ainda, a administracdo de inibidores néo-seletivos
das NOS inibe o edema de pata de rato induzido pela injecdo intraplantar de
adjuvante de Freund, fragmentos da parede de estreptococos e carragenina, além
da pleurisia induzida por este ultimo agente em ratos (Handy e Moore, 1998).
Estudos realizados com camundongos cujo gene da iNOS foi deletado sugerem
que esta isoforma esta envolvida na inflamacéo, uma vez que os camundongos
mutantes s&o resistentes ao dano pulmonar e a pleurisia induzidos pela

carragenina (Rossi, 2003; Cuzzocrea et al., 2000). Varios trabalhos mostram que o
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NO aumenta a sintese/liberacdo de mediadores inflamatérios como citocinas, ROS
(ver TABELA 5) e prostanodides (Omote et al., 2001). A relacdo do NO com os
prostanoides foi amplamente estudada, ficando estabelecido que o NO é capaz de
ativar a ciclooxigenase (COX) aumentado a producéo de prostaglandina E; (PGEy)
(Sautebin et al., 1998). Neste mesmo artigo, 0os autores mostraram que o inibidor
nao-seletivo da NOS, o L-NAME assim como o sequestrador de NO, a
hemoglobina, sdo capazes de diminuir o aumento dos niveis de PGE; no exsudato
pleural decorrente da injecdo de carragenina. Em células sinoviais de pacientes
com artrite ou osteoartrite, foi demonstrado que o NO exdgeno (proveniente de um
doador desta molécula) induz a expresséo de ciclooxigenase-2 (COX-2) (Honda et
al., 2000). Além disso, foi visto que o NO aumenta a expressdao de COX-2
induzida pela interleucina-1p (IL-1B) em células mesangiais de ratos (Tetsuka et
al., 1996). Ja na linhagem de macrofagos murinos ANA-1, o NO né&o € requerido
para a sintese de novo de COX-2 mas é muito importante para a expressao
prolongada da enzima (Perkins e Kniss, 1999). A relacdo entre NOS e COX
também foi demonstrada em camundongos deficientes em INOS. Nestes animais,
0 aumento significativo dos niveis de prostaglandinas ndo é observado apds a
injecao intrapleural de carragenina, ficando claro que a geracao de
prostaglandinas no sitio inflamatério encontra-se, pelo menos em parte, sob o
controle do NO (Rossi et al., 2003). A constatacdo de que o NO possui efeito
bifasico sobre a atividade do fator nuclear kB (NF-xB) (Connelly et al., 2001) é
bastante importante e explica, pelo menos em parte, as ac¢des duais do NO

durante o processo inflamatorio. Através deste mecanismo, que depende de sua
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concentracdo local, o NO pode ativar ou inibir a expressédo de diversas proteinas
reguladas pelo NF-kB, modulando assim o perfil de ativacdo de células imunes.
Assim, em estagios iniciais do processo inflamatério, o NO possui papel pro-
inflamatério, ativando o NF-xB, conseqlentemente aumentando a expressao de
proteinas inflamatorias, dentre elas a iINOS, enquanto que em fases mais tardias,
sendo produzido em maiores quantidades, o NO possui um efeito inibitorio sobre a
ativacdo do NF-kB, iniciando a fase de resolucdo do processo inflamatério

(Connelly et al., 2001).

Tabela 5. Exemplos de espécies reativas de oxigénio (ROS) radicalares e nao
radicalares.

Radicalares N&o radicalares
O," superoxido H>O, peroxido de hidrogénio
OH?* hidroxil HOCI acido hipocloroso
RO," peroxil O3 0zbnio
RO* alcoxil *Ag oxigénio singlet

HO, hidroperoxil

(Adaptado de Halliwell, 1997)

O papel ainda controverso do NO na inflamacéo é apenas uma dentre as
muitas evidéncias da complexidade do processo inflamatdrio. Por ter uma
regulacdo complexa, o tratamento ideal da inflamacéo € igualmente complicado.
Neste sentido, para o tratamento de doencas inflamatérias, o arsenal terapéutico
atual € composto quase que exclusivamente por farmacos antiinflamatorias nao-
esteroidais, cuja acdo se da pela inibicAdo da producdo de prostaglandinas
decorrente do bloqueio das enzimas ciclooxigenases (Kouroumakis et al., 1999;

Sautebin, 2000). Entretanto, esta estratégia terapéutica freqiientemente apresenta
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resultados insatisfatérios assim como possui efeitos colaterais gastricos e renais
(Sautebin et al., 2000). Desta forma, torna-se necessaria a procura por novas
moléculas com acao antiinflamatoria.

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primérdios como
fonte de alimentos, habitacéo, utilidades domésticas e como meio restaurador da
saude. Nos dias de hoje, representam uma das alternativas entre as diversas
fontes de insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal
vantagem o fato de ser uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel pelo
homem (Schenkel et al., 1999).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos biologicamente ativos,
muitos dos quais podem servir como modelo para a sintese de um grande numero
de farmacos, devido a imensa diversidade em termos de estrutura, propriedades
fisico-quimicas ou biologicas. Considerando-se a perspectiva de obtencdo de
novos farmacos, dois aspectos principais distinglem os produtos de origem
natural dos sintéticos: a diversidade molecular e a funcéo bioldgica. A diversidade
dos produtos naturais € muito maior do que aquela de produtos derivados de
processos de sintese, que, apesar dos avancos consideraveis, ainda séo
limitados. Além disso, como sdo produtos de organismos que possuem muitas
similaridades com o metabolismo dos mamiferos, os produtos naturais muitas
vezes exibem propriedades adicionais aquelas particularmente estudadas (Nodari
e Guerra, 1999). Até o século XIX, 0s recursos terapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e extratos vegetais. A descoberta das substancias

ativas presentes nas plantas medicinais juntamente com o inicio da sintese
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organica alavancaram uma revolucdo cientifica e tecnolOgica, alterando muito
rapidamente o arsenal terapéutico (Schenkel et al., 1999).

Estima-se que 25% de todos os medicamentos do mercado atual séo
derivados direta ou indiretamente de plantas. Como exemplo de agentes
terapéuticos atualmente importantes obtidos de fontes naturais, podem ser citados
a morfina, a pilocarpina, os digitalicos, a quinina, a artemisina, a atropina, a
escopolamina e o captopril, além de farmacos usados no tratamento do céncer
como a vinblastina, a vincristina e o paclitaxel (Calixto et al., 2001). Além disso,
varias moléculas derivadas de plantas com grande potencial de acéo
antiinflamatéria encontram-se descritas na literatura; a maioria delas em fase pré-
clinica de pesquisa, mas algumas ja na fase clinica (ver para revisao Calixto et al.,
2003a e b). Como exemplo pode-se citar a curcumina, um pigmento amarelo
presente nos rizomas da planta Curcuma longa L., encontrada no sul da Asia.
Além de seu uso como condimento alimenticio, a curcumina é empregada para o
tratamento de varias desordens inflamatorias e no auxilio da cicatrizacdo. Foi
descrito que a curcumina possui acdes antioxidantes, hepatoprotetoras e
antitumorais, além de exibir efeitos antiinflamatorios em modelos animais de
doenca de Alzheimer, artrite e pancreatite (Calixto et al., 2003a). Recentemente
avaliada em seres humanos, a curcumina demonstrou ser segura e promissora
para o tratamento de doencas inflamatérias (Calixto et al., 2003b).

De forma similar aos microorganismos, as plantas produzem uma grande
diversidade de compostos quimicos, sendo que estes produtos podem ser
divididos em 2 grandes grupos. O primeiro deles € o grupo dos metabdlitos

primarios, que abrange substancias essenciais a todos 0s seres Vivos como
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lipideos, proteinas e glicideos. Os produtos do metabolismo primério, através de
rotas biossintéticas diversas e frequentemente desconhecidas, originam o
segundo grupo de compostos quimicos, 0s metabdlitos secundarios, que
geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, marcante
atividade bioldgica e, diferentemente dos metabdlitos primarios, sdo encontrados
em concentracdes relativamente baixas e em determinados grupos de plantas.
Sabe-se atualmente que embora ndo necessariamente essenciais para o
organismo produtor, os metabdlitos secundarios garantem vantagens para a
sobrevivéncia e perpetuacao da espécie produtora (Santos, 1999). Diversas acdes
ja foram descritas para os metabdlitos secundarios, incluindo a de defesa contra
herbivoros e microorganismos, protecao contra raios UV, atracdo de polinizadores
e dispersores de sementes (Santos, 1999).

Os metabolitos secundarios também possuem amplo espectro de acdes
biolégicas em organismos outros que ndo o produtor. Assim, foi visto que a
maioria destas substancias interfere direta ou indiretamente com as seguintes
molélulas e/ou mecanismos: mediadores inflamatorios (metabdlitos do acido
araquidénico, peptideos, citocinas aminoacidos excitatérios, dentre outros),
producdo e/ou acdo de segundos mensageiros como monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), GMPc, diversas proteinas quinase, calcio, dentre outros,
ativacdo de fatores de transcricAo como a proteina ativadora-1 (AP-1), fator
nuclear kB (NF-xB) e proto-oncogenes (c-jun, c-fos e c-myc), assim como a
expressdo de diversas moléculas pro-inflamatérias como a iINOS, a COX-2,

citocinas (IL-1B, TNF-a, etc.), neuropeptideos e proteases (Calixto et al., 2003a).
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Os fenilpropandides sdo metabdlitos secundarios, produzidos a partir da L-
fenilalanina ou da L-tirosina pela via do chiguimato e caracterizados por uma
cadeia lateral de 3 &tomos de carbono ligada a um anel aromatico (Santos, 1999).
Vérios trabalhos descrevem acdes antimicrobianas, antialérgicas, antiinflamatérias
e anti-mutagénicas in vitro e in vivo para compostos pertencentes a classe dos
fenilpropandides (Castelluccio et al., 1995; Andreasen et al., 2001;Youdim et al.,
2002; Kern et al., 2003).

O &cido 3,4-di-hidroxi-cinamico, também chamado de acido caféico, € um
fenilpropandide derivado do acido cinamico, amplamente distribuido nos tecidos
vegetais (Nardini et al., 1998). Este composto € conhecido como um potente
antioxidante, capaz de fazer o sequestro de radicais DPPH (Silva et al., 2000;
Kikuzaki et al., 2002) e peroxil (Castelluccio et al., 1995) além de inibir a oxidacao
do LDL in vitro em diferentes condi¢cfes (Castelluccio et al., 1995; Andreasen et
al., 2001; Cartron et al.,, 2001). Adicionalmente, foi demonstrado que o &acido
caféico é capaz de impedir a formacdo de compostos mutagénicos como as
nitrosaminas (Andreasen et al., 2001; Nardini et al., 2001; Tapiero et al., 2002),
além de inibir as enzimas 5 e 12 lipooxigenases, diminuindo a formacéao de
leucotrienos in vitro (Koshihara et al., 1984). Ademais, Nardini et al. (2000 e 2001)
demonstraram que o acido caféico inibe a proteina quinase C (PKC) e a proteina
quinase a (PKA) além de diminuir a ativacdo do NF-«B induzida por ceramidas em
células U937. Derivados do acido caféico como, por exemplo, o acido caféico
fenetil ester (CAPE) também possuem um amplo espectro de ac¢des bioldgicas.

Originalmente isolado da propolis, o0 CAPE é um inibidor potente e especifico do
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NF-xB (Natarajan et al., 1996). Além disso, assim como o acido caféico, o CAPE
possui atividade antioxidante (Sud’ina et al., 1993; Russo et al.,, 2002), sendo
capaz de inibir a peroxidacao lipidica e a atividade de xantina oxidase além de
fazer o sequestro do anion superoxido e radicais DPPH (Russo et al., 2002).
Adicionalmente, foi relatado que o CAPE é capaz de inibir a atividade da 5-
lipooxigenase (5-LOX) extraida da cevada (Sud’ina et al., 1993), assim como a
producdo de prostagladina E, (PGE;) estimulada por forbol miristato acetato
(PMA) em células epiteliais orais humanas (Michaluart et al., 1999). Quando
administrado a ratos, o CAPE foi capaz de inibir a migragédo de leucocitos induzida
pela carragenina no modelo da bolha de ar (Orban et al., 1999) bem como o
aumento de volume da pata quando da aplicacdo de carragenina intradérmica
(Borrelli et al., 2002). Em um modelo de dano vascular em ratos, a administracéo
cronica de CAPE foi capaz de inibir a expresséo de COX-2, a ativacdo do NF-«xB e
a restenose (proliferacéo da neointima) (Maffia et al., 2002).

Recentemente, foi demonstrado que um segundo derivado do acido caféico,
o octil cafeato foi capaz de inibir a expressdo da INOS induzida por
lipopolissacarideo bacteriano/interferon-y (LPS/IFN-y) em células musculares lisas
de aorta de rato sendo que esta inibicdo parece ser decorrente da inibicdo da
fosforilacdo de proteinas quinase ativadas por mitégenos (MAPK) envolvidas na
inducao da iINOS (Hsiao et al., 2003).

As acdes antioxidantes e antiinflamatorias ja descritas para o acido caféico
e alguns de seus derivados fazem destes compostos interessantes moléculas

providas de grande potencial terapéutico. Esta (ltima constatacdo aliada a
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necessidade de novas moléculas antiinflamatérias levou-nos a examinar o efeito

de alguns derivados do &cido caféico em modelos de inflamacéo in vitro e in vivo.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Estudar os efeitos dos derivados do acido caféico sobre o acimulo de
nitrito no sobrenadante de macréfagos RAW 264.7 ativados com LPS.

2. Comparar a poténcia de inibicdo do acumulo de nitrito dos diferentes
derivados do acido caféico.

3. Estabelecer uma relagéo estrutura / atividade para a inibicdo do acamulo
de nitrito.

4. Avaliar alguns mecanismos envolvidos na inibicdo do acumulo de nitrito
no sobrenadante de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS.

5. Verificar se as agfes bioldgicas obtidas in vitro se estendem ao modelo
in vivo de edema de pata induzido pela carragenina, comparando 0s
efeitos observados com os da dexametasona, um antiinflamatorio

esteroidal classico.
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MATERIAL E METODOS

Protocolos experimentais in vitro

Compostos estudados

Os compostos estudados foram 6 ésteres derivados do acido caféico,
sintetizados pelo Prof. Rivaldo Niero (NIQFAR/CCS/UNIVALI). Sao eles: acido
caféico metil éster (metil), acido caféico etil éster (etil), acido caféico butil éster
(butil), a&cido caféico octil éster (octil), acido caféico benzil (benzil) éster e acido
caféico fenetil ester (fenetil). Os nomes dos derivados foram abreviados conforme
indicado pelos parénteses acima. As estruturas dos compostos encontram-se

representadas na tabela 6 na sessao de resultados.

Cultura celular

A linhagem celular de macréfagos/mondécitos murinos RAW 264.7 foi obtida
da American Type Culture Collection (ATCC — Rockville, USA). As células foram
cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com 2 mM de L-
glutamina, suplementado com 5 % de soro de bezerro, 150 U/ml de penicilina, 150
ug/ml de estreptomicina e mantidas em incubadora umidificada a 37°C e 5 % de

CO:s.

Ensaio de producédo de NO por células RAW 264.7
As células RAW 264.7 foram colocadas em placas para cultura de 96 pocos
e incubadas até atingir a confluéncia. Doze horas antes dos experimentos, o

DMEM original (com soro) foi substituido por DMEM sem soro. As células foram
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expostas a diferentes concentracfes de um dos dos seguintes derivados do &cido
caféico: metil (6,25 — 50 uM), etil (6,25 — 50 uM), butil (3,125 — 50 uM), octil
(21,5625 — 25 uM), benzil (1,5625 — 25 uM) e fenetil (1,5625 — 25 uM) 30 min antes
da adicdo de LPS (0,5 ug/ml). Decorridas 24 h, 100 ul do sobrenadante celular
foram misturados ao mesmo volume de reagente de Griess (1% sulfanilamida em
acido fosférico 5% e 0,1 % de diidrocloreto de naftiletilenodiamina em agua; 1:1).
A absorbéncia da mistura foi determinada em leitor de ELISA (EL808, Bio-Tek
Instruments, Inc) em 550 nm. As concentragdes de nitrito nas amostras foram
calculadas por regresséo linear utilizando-se uma solugdo padréo de nitrito de
sédio preparada em DMEM.

Em outro grupo de experimentos, a fim de verificar se 0s compostos
estariam reduzindo os niveis de nitrito por transformarem NO em nitrato, uma
aliquota de 100 pl do sobrenadante foi misturada a 20 ul de formiato de amoénio
(2,4 M), 20 ul de fosfato de sodio (0,5 M) e E. coli (12 ng/proteina/ml; fonte de
nitrato redutase). A mistura foi incubada a 37°C por 3 h, centrifugada (2500 rpm,
10 min, 4°C) e o sobrenadante foi misturado ao reagente de Griess. As

concentracdes de nitrito foram determinadas como descrito acima.

Incubacédo dos derivados do acido caféico com solucdo de nitrito de
sodio

Para verificar a possibilidade da interacdo dos compostos estudados com o
nitrito, foram realizados experimentos onde uma solugcéo de nitrito de sodio a 17

ug/ml em DMEM foi incubada na presenca ou auséncia dos derivados do acido
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caféico por 24 h a 37 °C, em tubos Eppendorf™. Decorrido este tempo, o nitrito foi

quantificado pela reagcédo de Griess conforme a descrigcao anterior.

Ensaio da viabilidade celular

Com o objetivo de verificar se os compostos estudados afetam a viabilidade
das células RAW 264.7, foi realizado o ensaio de MTT [brometo 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-dimetiltetrazolio], de acordo com o método descrito por Van
de Loosdrecht et al. (1991). O principio deste método reside no fato de que o MTT
€ capaz de entrar na célula e ser oxidado a MTT-formazan pelo superéxido
produzido durante a atividade mitocondrial. Desta forma, a oxidacdo do MTT em
seu produto corado MTT-formazan é proporcional a atividade mitocondrial e por
conseguinte, a viabilidade celular. Ap6s a coleta do sobrenadante para
quantificacao de nitrito, 0 meio restante nos pocos foi desprezado e substituido por
100 ul de DMEM novo contendo 10% v/v de uma solugdo de MTT 5 mg/ml (PBS).
A seguir, as células foram incubadas por 3 h em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO,. ApOs este periodo, o meio foi novamente desprezado e os pocgos foram
preenchidos com 100 ul de solugdo de alcool isopropilico/HCI 0,04 N. Apoés
centrifugacdo da placa para obtencdo de um sobrenadante livre de material
particulado, a absorbancia foi quantificada em leitor de ELISA (EL808, Bio-Tek
Instruments, Inc ) em 550 nm. A viabilidade celular foi calculada considerando-se

a absorbancia dos grupos-controle como 100%.
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Ensaio da producéo de nitrito por SNAP

Para verificar se os derivados do acido caféico interagem diretamente com
o NO, foi utilizado um sistema de liberagcdo de NO sem células, onde a fonte de
NO € um doador desta molécula (Virgili et al., 1998, Xiong et al., 2000, Creczynski-
Pasa, 2001). Para isso, 1 ml de uma solucdo 300 uM de S-nitroso-N-acetil-DL-
penicilamina (SNAP) foi incubado em DMEM na presenca ou auséncia dos
derivados estudados, nas mesmas condi¢cdes da cultura celular (24 h, 37°C, 5%
de CO,). Apés este periodo de tempo, aliquotas de 100 ul da solugdo foram

retiradas e os niveis de nitrito foram medidos pela adicdo do reagente de Griess.

Preparacdo e medida da atividade da Oxido nitrico sintase induzida
(INOS) de macréfagos RAW 264.7

A INOS foi obtida a partir de células RAW 264.7 estimuladas com LPS (0,5
ug/ml) por 8 h. Apds este periodo, as células foram removidas das garrafas de
cultura, centrifugadas (2000 x g, 5 min), ressuspensas em tampao de lise (320 mM
de sucrose, 50 mM de Tris-HCI, 2 mM de DTT, 10 pg/mL de inibidor da tripsina
derivado da soja, 10 mg/mL de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 20 mM de molibdato
de sédio, 10% v/v de glicerol, pH 7.2) e mantidas a —70 °C até o uso. No dia dos
experimentos, as células foram lisadas por ultrassom, o lisato foi centrifugado
(30.000 x g, 30 min) e o sobrenadante utilizado como fonte de iINOS. A atividade
da iNOS foi medida através da converséo de H-L-arginina em *H-L-citrulina, onde
o produto é separado do substrato por uma resina de troca ibnica (Bredt e Snyder,

1990). Cinquenta microlitros de sobrenadante (200 pg de proteina) foram
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adicionados a uma mistura contendo 50 mM de KH,POy4; 1,2 mM de MgCly; 0,25
mM de CaCl,; 60 mM de L-valina; 1,2 mM de L-citrulina, 1 mM de DTT, 5 uM L-
arginina, 4 uM de FAD, 4 uM de FMN, 10 uM de BH4, 200 uM de NADPH e o
equivalente a 0,1 pCi de (*H)-L-arginina (pH 7.2), e incubadas por 1 h a 37°C,
sendo a reacéo foi terminada com a adicao de 500 ul de resina Dowex (AG-50 x 8,
forma sddica, 1:1 em agua, pH 6.7). Depois de cetrifugacdo a 10.000 x g por 3 min
a temperatura ambiente, 100 ul do sobrenadante foram misturados a 1 ml de
liquido de cintilacédo (58% de fluido de cintilacéo [6 g/l de PPO + 0,2 g/l de POPOP
em tolueno], 34% de Triton X-100 e 8% de agua de milli-Q). O tubo de ensaio foi
vigorosamente agitado e a radioatividade foi quantificada em um contador  de
cintilacdo liquida (1600 TR - Packard). A determinacéo protéica do sobrenadante
foi feita através de absorcao ultravioleta no comprimento de onda de 280 nm em
cubetas de quartzo. Para a quantificacdo da atividade calcio-independente
(atividade da iINOS), o EGTA (1mM) foi adicionado ao tampédo de ensaio. Para
cada amostra, foi incluido um tubo branco contendo 1 mM de EGTA, 1 mM de L-
NIO e 1 mM de aminoguanidina (AMG) no tampao de ensaio. Os resultados

encontram-se expressos em pmol de citrulina / min / mg de proteina.

Determinacao da expressao da iNOS

O extrato citoplasmatico utilizado para a determinagdo da expressdo da
INOS foi preparado pelo método descrito por Wadsworth e Koop (1999), com
algumas modificacdes. Dois ml contendo 10° células RAW 264.7 foram colocados

em cada po¢o de uma placa de 6 pocos. Decorridas 32 h, as células foram
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lavadas e 3 ml de DMEM sem soro foram colocados em cada poco. O veiculo, os
compostos ou a cicloheximida (controle positivo) foram adicionados as células 30
min antes da estimulacdo com LPS (0,5 ug/ml). Apdés 16 h de incubacao, as
células foram coletadas em tampéao fosfato (PBS) e centrifugadas (1000 x g, por
10 min, 4 °C). Os pellets foram ressuspensos em tampao de lise (10 mM de KClI,
0,1 mM de EDTA, 1 mM de ditiotreitol (DTT), 0,5 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 10 mM de HEPES, pH 7,6) e deixadas em gelo por 20 min.
Posteriormente, as amostras foram sonicadas por 5 segundos e novamente
centrifugadas (12 000 x g, 5 min, 4 °C). O sobrenadante (extrato citosolico) foi
utilizado para o ensaio da expressao da INOS, sendo que a concentragdo de
proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976). Os extratos foram
fervidos com gquantidades equivalentes (v/v) de tampao de Laemmli (125 mM de
Tris-HCI, 2 mM de EDTA, 4% de dodecil sulfato de sddio (SDS), 20% de glicerol,
10% de 2-mercaptoetanol e 0,1% de azul brilhante de Comassie, pH 6,8) e 3 ug
de proteinas foram colocadas em cada poco do gel de poliacrilamida 10%. Depois
de separadas no gel por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) por 4 h a 300 mA. As membranas
foram bloqueadas com solucdo de leite desnatado a 5% (p/v) em salina
tamponada com Tris e acrescida com tween 20 (TBS-T) por 16 h, sendo
posteriormente incubadas com IgG de coelho anti-INOS diluido 1:10000 ou com
IgG de bode anti-actina por 2 h. Apos lavagem com TBS-T, as membranas foram
incubadas com anticorpo anti-lgG de coelho ou anticorpo anti-lgG de bode ligados

a peroxidase diluidos 1:2000 e 1:5000, respectivamente por 1 h. As bandas
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imunorreativas foram visualizadas usando-se um kit de aumento de

qguimioluminescéncia (ECL, Amersham Biosciences) e filme radiogréfico.

Protocolos experimentais in vivo

Animais

Os experimentos in vivo foram realizados utilizando camundongos machos
Suicos pesando entre 20 — 30 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os camundongos foram mantidos em estantes
ventiladas para animais, em sala com temperatura (21 + 2°C) e umidade (60-80
%) controladas e ciclo de claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e
ragdo. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas de
manejo com animais de laboratorio e normas éticas para investigacdo em animais

conscientes (Zimmermman, 1983).

Edema de pata

Os experimentos de edema de pata foram realizados conforme descrito por
Campos e Calixto (1995) com algumas modificagBes. Os animais foram pré-
tratados com os derivados do acido caféico (30 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.),
-1 h), com dexametasona (0,5 mg/kg, por via subcutanea (s.c.), -4 h) -doses
determinadas com base em estudos anteriores (Russo et al., 2002)- ou ainda com
veiculo (dimetilsulfoxido - DMSO 2% em solugéo salina, i.p., -1 h). Uma vez que o
peso molecular dos derivados ndo € o mesmo, quando expressa em umol/kg, a

dose dos derivados butil, octil e fenetil foi de: 127, 105 e 102, respectivamente. O
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edema de pata foi induzido pela injecdo intradérmica (i.d.) de 50 ul de solugéo
salina (0,9%) contendo 300 pug de carragenina na pata traseira direita. A pata
contralateral recebeu 0 mesmo volume de solugéo salina (50 ul) e foi usada como
controle. O edema foi avaliado em pletismémetro (Ugo Basile, Italia) em varios
intervalos de tempo (0,5 a 96 h) apés a injecao de carragenina. O edema de pata

foi expresso em ul como a diferenca de volume entre as patas direita e esquerda.

Medida da atividade da mieloperoxidase (MPO) na pata

A mieloperoxidase € uma enzima encontrada primariamente nos granulos
azurofilos dos neutrofilos e em outras células de origem mieldide, e é utilizada
como um indicativo indireto da migracéo de neutrdfilos para o sitio da inflamacéo
(Miotla et al.,, 1998). Com o objetivo de quantificar os neutrofilos que migraram
para o tecido das patas apds a inje¢cdo de carragenina, utilizou-se a medida da
atividade da mieloperoxidase, como descrito previamente por De Young e
colaboradores (1989). Os animais foram pré-tratados com os derivados do acido
caféico (30 mg/kg, por via i.p., -1 h), com dexametasona (0,5 mg/kg, por via s.c., -4
h) ou ainda com veiculo (DMSO 2% em solucdo salina, pela via i.p., -1 h) e a
migracdo de neutrofilos foi induzida pela injecéo i.d. de 50 ul de solucdo salina
(0,9%) contendo 300 ug de carragenina na pata traseira direita. Apoés 360 min, 0s
animais foram sacrificados e o tecido subcutdneo das patas foi retirado e
homogeneizado em tampéao fosfato 0,08 M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio. O homogenato obtido foi centrifugado (11000 x g, 4°C, 20

minutos) e a atividade da MPO foi avaliada no sobrenadante através da mudanca
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na densidade dtica (D.O.) em 650 nm, utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e

H.0O, (0,3 mM). Os resultados foram expressos em D.O./mg de tecido.

Determinacao dos niveis de IL-1 B na pata

Os niveis da citocina pro-inflamatoria interleucina-1p (IL-1p) foram medidos
utilizando-se uma metodologia similar aquela descrita previamente (Francischi et
al., 2000). Os animais foram pré-tratados com os derivados do &cido caféico (30
mg/kg, por via i.p., -1 h), com dexametasona (0,5 mg/kg, por via s.c., -4 h) ou
ainda com veiculo (DMSO 2% em solucéo salina, pela via i.p., -1 h) e 0 aumento
dos niveis de IL-1 B foi induzido pela injecéao i.d. de 50 ul de solucdo salina (0,9%)
contendo 300 ug de carragenina na pata traseira direita. Decorridos 360 min, o
tecido subcutdneo da pata direita traseira dos animais foi removido e
homogeneizado com PBS contendo Tween 20 0,05%, fluoreto de fenilmetilsulfonil
0,1 mM, cloreto de benzametdénio 0,1 mM, EDTA 10 mM e aprotinina 2 ug/ml. O
homogenato foi centrifugado a 3000 x g por 10 min e 0 sobrenadante armazenado
a —70 °C por no maximo 7 dias. Os niveis de IL-1B foram medidos utilizando-se

kits de ELISA de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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Drogas e reagentes

Garrafas e placas de cultura foram adquiridas da Costar (New York,
U.S.A). Meio de cultura - DMEM, soro e reagentes utilizados na cultura celular
foram obtidos da GIBCO BRL Life Technologies (Rockville, MD, U.S.A)). Os
reagentes de Griess, formiato de aménio e o sulfato de zinco sdo da Merck
(Rahway, NJ, U.S.A). O Tween 20 e o peroxido de hidrogénio (H,O,) foram
adquiridos da VETEC (Rio de Janeiro, Brasil). A membrana de PVDF é da
Millipore (Bredford, MA, U.S.A.). A arginina radioativa ([3H]-L-arginina) assim
como o0s reagentes usados na separacdo de proteinas por eletroforese e na
reacdo de quimioluminescéncia sdo da Amersham Biosciences (Sao Paulo,
Brasil). Os anticorpos anti IgG de coelho e de bode ligados a peroxidase assim
como o anticorpo anti-actina sdo da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
U.S.A). O LPS (sorotipo O111:B4), carragenina (lambda V), cicloheximida,
dexametasona, brometo de 3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT),
acido caféico fenetil éster, anticorpo policlonal de coelho contra a iNOS, Tris,
sucrose, ditiotreitol (DTT), inibidor da tripsina derivado da soja, fluoreto de
fenilmetilsulfonil, molibdato de sddio, glicerol, KH,PO4, MgCl,, CaCl,, L-valina, L-
citrulina, resina Dawex, EGTA, L-NIO e AMG foram adquiridos da Sigma Co. (St.
Louis, MO, U.S.A.). O S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina foi gentilmente doado
pelo Prof. Dr. Jamil Assreuy (Departamento de Farmacologia, UFSC). O kit de
ELISA para IL-1B foi adquirido da R&D Systems (Minneapolis, U.S.A.). Os

derivados do acido caféico foram dissolvidos imediatamente antes dos
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experimentos em DMSO em concentracdes finais abaixo de 0,1% para 0s ensaios

in vitro e iguais a 2% para 0s experimentos in vivo.
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Analise estatistica

Todos os resultados encontram-se expressos como média * erro padrdo da
média (E.P.M), exceto os valores das concentracdes inibitorias 50% (CI50) que
sdo apresentados como média geométrica acompanhada por seus respectivos
limites de confianca 95%. Estes valores foram determinados pelo método dos
quadrados minimos para experimentos individuais. A comparacao estatistica dos
dados foi realizada através de analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
do teste de Dunnett. Valores de p menores que 0,05 foram considerados como

indicativos de significancia.
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RESULTADOS

A exposicdo de macrofagos RAW 264.7 ao LPS (0,5 pg/ml) por 24 h
resultou em um aumento marcante (30 a 40 vezes) dos niveis de nitrito no
sobrenadante celular (Fig. 2). A pré-incubacao (- 30 min) dos derivados do &cido
caféico foi capaz de reduzir de forma significativa e de forma dependente da
concentracdo o aumento dos niveis de nitrito. As inibicdes maximas observadas
foram 61+3 %, 76+1 %, 93+1 %, 89+3 %, 88+2% e 94+5 %, respectivamente, para
os derivados metil (50 uM), etil (50 uM), butil (25 uM), octil (12,5 uM), benzil (25
uM) e fenetil (12,5 uM), respectivamente. Como mostra a tabela 6, as CI50
calculadas encontram-se na faixa de uM e diminuem a medida em que o tamanho
da cadeia alquilica lateral aumenta, sugerindo que a cadeia lateral € um
determinante importante da poténcia dos compostos na inibicdo do nitrito. Além
disso, as CI50 obtidas para os derivados foram menores do que aquelas
reportadas para os inibidores aminoguanidina e o L-NAME (54 uM e 61 uM,
respectivamente) (Noguchi et al., 2003).

Quando testados em concentragfes iguais ou superiores a 25 uM, 0s
derivados octil e fenetil apresentaram toxicidade significativa quando avaliados
nos experimentos de viabilidade celular através do método do MTT (tabela 7).
Entretanto, € importante salientar que néo foi observada toxicidade para nenhum
dos compostos em concentracdes proximas aos valores das CI50.

O NO produzido é oxidado espontaneamente em nitrito e nitrato (Virgili et
al, 1998). Uma vez que a reacdo de Griess detecta somente nitrito, e a fim de

verificar se os derivados do acido caféico ndo estariam convertendo todo o NO
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produzido em nitrato, diminuindo assim o0s niveis de nitrito, os sobrenadantes dos
macrofagos foram incubados com E. coli para converséo de todo nitrato em nitrito,
antes da reacdo de Griess. Como pode ser observado na figura 3, em amostras
incubadas com E.coli, os niveis de nitrito duplicam (de 20,7+4,5 uM para 39,2+6
uM). Entretanto, a inibicdo decorrente do pré-tratamento com os compostos (49+5
%, 4416 %, 54+20%, 41+9%, 44+3 % e 52+5 % para os derivados metil (25 uM),
etil (25 uM), butil (8,5 uM), octil (2,5 uM), benzil (10 uM) e fenetil (5 uM),
respectivamente), continua presente (37+0,7 %, 45+2 %, 36+3%, 40+5%, 53+8 %
e 49+2 % para os derivados metil (25 uM), etil (25 uM), butil (8,5 uM), octil (2,5
uM), benzil (10 uM) e fenetil (5 uM), respectivamente), mostrando que o0s

derivados néo estédo interferindo na via de oxidacéo do NO.



Tabela 6. Estrutura quimica dos derivados do acido caféico e CI50 obtidas para
inibicdo do acumulo de nitrito no sobrenadante de células RAW 264.7estimuladas

com LPS.

36

Composto

Inibicdo de nitrito (CI50

(LC95%) uM)

Estrutura quimica

Acido caféico metil éster

Acido caféico etil éster

Acido caféico butil éster

Acido caféico octil éster

Acido caféico benzil

éster

Acido caféico fenetil
éster

21 (13 - 35)
12 (11 - 13)
8,4 (8-9)
2,4 (2-3)
10,7 (8 — 13)
4,8 (2,8-8,4)

OCHs

4

HO
OH

OCH,CHj

HO

)

OH

O(CH,)3CH3

HO

3

OH

O(CHy);CH;

5
4
=0

As CI50 se encontram apresentadas como média geométrica de trés experimentos

acompanhada por seus respectivos limites de confiaca 95%.
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Figura 2. Efeito da pré-incubacao (-30 min) com os derivados metil (A), etil (B), butil (C),
octil (D), benzil (E) e fenetil (F) sobre o acimulo de nitrito no sobrenadante de macrofagos
RAW 264.7 estimulados com LPS (0,5 ug/ml) por 24 h. Os resultados correspodem a
média de trés experimentos - E.P.M. * p<0,05 e ** p<0,01. C = controle (células sem
tratamento nem estimulo).
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Tabela 7. Viabilidade celular das células RAW 264.7 apds 24 h de incubacao com

os derivados.

Composto Viabilidade celular (% do controle)
50 pM 25 uM 12,5 uM 6,25 uM
Acido caféico metil éster 86,6+12,3 95,5+4,5 100+1 -
Acido caféico etil éster 86,3+11,7 98+2 99,5+0,5 -
Acido caféico butil éster 64,6+17,7 91,5+8,5 98,5+1,5 -
Acido caféico octil éster - 22,642,6%* 84,6+7,4 93,3+6,6
Acido caféico benzil éster - 86,3+7,8 97,3+2,6 100+1
Acido caféico fenetil éster - 62,3+4,9%* 97+2 99+1

Os resultados de trés experimentos encontram-se descritos como média + E.P.M.
Significativamente diferentes do controle ** p<0.01.
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10 8,5 25 25 2,5 5

Esteres do &cido cafeico (uM)

**

LPS Benzil Butil Etil Metil Octil Fenetil
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Figura 3. Efeito da pré-incubacdo (-30 min) dos derivados do &cido caféico sobre o
acumulo de nitrito e de nitrito+nitrato (NO,) no sobrenadante de macréfagos RAW 264.7
estimulados com LPS (0,5 pg/ml) por 24 h. Para conversdo do nitrato em nitrito, foi
utilizada a E. coli como fonte de nitrato redutase. Os resultados correspodem a média de
trés experimentos - E.P.M. Significativamente diferentes do grupo LPS, ** p<0,01.
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A diminuicdo do nitrito pelos compostos estudados também poderia estar
sendo mediada pela interacdo do préprio nitrito formado com os compostos. Para
avaliar esta possibilidade, os compostos foram incubados por 24 h a 37 °C com
uma solucéo de nitrito de sédio, sendo o nitrito quantificado pela reacéo de Griess.
Como mostra a figura 4, nenhum dos derivados alterou de forma siginificativa os
niveis de nitrito pré-existentes no meio de cultura, indicando que os derivados do

acido caféico ndo reagem com o nitrito.

24-

-

NITRITO (uM)

Nitrito Benzil Butil Etil Metil Octil Fenetil
de 10 8,5 25 25 2,5 5
sodio

Esteres do acido cafeico (uM)

Figura 4. Efeito da incubacédo dos derivados do acido caféico por 24 h sobre os niveis de
nitrito pré-existentes. Os resultados correspodem a média de trés experimentos - E.P.M.

Para avaliar a possivel ocorréncia de uma interacdo direta entre os
derivados do acido caféico e o NO, foi realizado um ensaio utilizando SNAP como
fonte de NO. A incubacg&o do doador de NO, o SNAP (300 uM ) em DMEM sem
soro por 24 h resultou em um acumulo marcante de nitrito (51 + 3,7 uM; Fig. 5). Na

presenca dos derivados, esta quantidade de nitrito foi reduzida de forma
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significativa e dependente da concentracdo. As inibicdes maximas obtidas foram
de 49+0,5%, 44+1%, 44+1%, 29+2%, 34+3% e 49+4% para os derivados metil (50
uM), etil (25 uM), butil (25 uM), octil (6,25 uM), benzil (25 uM) e fenetil (12,5 uM),

respectivamente (Fig. 5).



42

>
oy,

604

g
3

30+

NITRITO (uM)
i
¥

SNAP 12,5 25 50 SNAP 6,25 12,5 25
Acido caféico metil éster (pM) Acido caféico etil éster (uM)
60+ C 60— D
—~ 1 T
1 a -
p
|_ 304 304
o
|: ] i
Z
0 0
SNAP 6,25 12,5 25 SNAP 1,5625 3,125 6,25
Acido caféico butil éster (uM) Acido caféico octil éster (uM)
60- E 604 F
—~~ T 1
3 ' :
**
O **
|_ 304 304
x
|: i i
P
0
SNAP 625 125 25 TTSNAP 3125 625 125
Acido caféico benzil éster (uM) Acido caféico fenetil éster (uM)

Figura 5. Efeito dos derivados metil (A), etil (B), butil (C), octil (D), benzil (E) e fenetil (F)
sobre o acumulo de nitrito decorrente da degradacdo do SNAP 300 uM por 24 h a 37 °C.
Os resultados correspodem a média de trés experimentos - E.P.M. Significativamente
diferentes do grupo SNAP, *p<0,05 e **p<0,01.
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Para verificar se a diminuicdo do nitrito produzido por macréfagos RAW
264.7 estaria relacionada com a inibicdo da atividade da enzima iNOS pelos
compostos estudados, foi realizado o ensaio de quantificacdo da atividade da
INOS. Os resultados da figura 6 mostram que, ndo s6 nenhum dos derivados
estudados foi capaz de inibir a conversdo de L-arginina em L-citrulina, como
alguns deles aumentaram de forma significativa a atividade da enzima. Por outro
lado, o inibidor ndo seletivo das NOS, o L-NAME, inibiu 100 % quando ensaiado
na concentracdo de 100 uM.

Para 0s experimentos a seguir, optou-se por estudar somente os trés
derivados mais potentes na inibicdo de nitrito por células RAW 264.7 estimuladas
com LPS. Foram eles: acido caféico butil, octil e fenetil éster.

O pré-tratamento (- 30 min) dos macréfagos RAW 264.7 com os derivados
butil, octil e fenetil (Fig. 7 A, B e C) (1,5625 — 25 uM) assim como com o inibidor de
sintese protéica, a cicloheximida (1 uM) (Fig. 7 A, B e C), foi capaz de inibir de
forma significativa e dependente da concentracdo a expressao da INOS induzida
pela ativagdo das células com LPS (0,5 ug/ml) quando analisados 16 h apoés a
estimulacdo. Os percentuais de inibicdo maxima obtidos foram de 85,8+5,0;
52,7+10,7; 30,0+5,5 e 71,1+6,1 para os derivados butil (25 uM), octil (6,25 uM) e

fenetil (12,5 uM) e para a cicloheximida (1 uM), respectivamente.
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Figura 6. Efeito dos derivados metil (A), etil (B), butil (C), octil (D), benzil (E) e fenetil (F)
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Figura 7. Efeito dos derivados butil (6,25 — 25 uM, painel Al e 2), octil (1,5625 — 6,25 uM,
painel B1 e 2), fenetil (3,125 — 12,5 uM, painel C1 e 2) e da cicloheximida (ciclo: 1 uM,
painéis A, B e C) sobre a expressdo da iNOS induzida pelo LPS (0,5 pg/ml) em
macréfagos RAW 264.7. Painéis 1: fotografias das bandas imunorreativas para iNOS e
actina. Painéis 2: andlise densitométrica das bandas imunoreativas. C= controle (células
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Com o intuito de verificar se os efeitos bioldgicos observados in vitro em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS eram se estediam a condi¢des in
Vivo, os trés derivados mais ativos nas células RAW 264.7 (derivados butil, octil e
fenetil) foram testados em um modelo de inflamacdo aguda: o edema de pata de
camundongo induzido pela inje¢cdo de carragenina. Neste modelo, a carragenina
causa aumento duradouro do volume da pata do animal, que pode ser observado
por aproximadamente 5 dias (Fig. 7 B). Para melhor compreenséao dos resultados,
as medidas realizadas até 6 h apos a injecédo de carragenina foram chamadas de
edema agudo e separadas das medidas subsequentes que foram chamadas de
edema tardio. O pré-tratamento dos animais com os derivados butil, octil e fenetil
na dose de 30 mg/kg, 1 h antes da injecdo de carragenina, foi capaz de inibir de
forma siginificativa o0 aumento do volume da pata induzido pelo agente flogistico
em questdo de forma semelhante a dexametasona (Figs. 8A, 9A e 10A). As
percentagens de inibicdo obtidas para os derivados assim como para a
dexametasona encontram-se listadas na tabela 8. Cabe ressaltar que os derivados
avaliados neste modelo apresentaram acdo antiedematogénica duradoura,
podendo ser observada uma inibicdo marcante do edema de pata causado pela
carragenina até 72 h apos a inducdo do edema de pata no caso dos animais
tratados com o derivado fenetil (Fig. 8 B), e até 24 h no caso dos animais tratados

com os derivados octil e butil (Figs. 9 B e 10 B).
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Tabela 8. Percentuais de inibicdo obtidos para os derivados butil, octil, fenetil (30
mg/kg, i.p., -1h) e para a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4h) no modelo do
edema de pata de camundongo induzido pela carragenina.

PERCENTUAIS DE INIBICAO

Tempo apés ainjecdo de carragenina

Composto

30 min 60 min 120 min 240 min 360 min 24 h 48 h 72 h
Butil - 4148 7313 4616 4145 47+7 - -
Octil - 56+4 6516 55+5 54+5 52+6 - -
Fenetil - 4448 4146 50+5 4614 4048 42+11 3947

Dexametasona 49+6 6516 7513 51+4 94+4 52+4 -

Os valores representam a média de 5-6 animais + E.P.M.
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento com acido caféico fenetil éster (30 mg/kg, i.p., -1h) ou
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4 h) sobre o edema de pata agudo (A) e tardio (B)
induzido pela injecdo de carragenina (300 ug/pata). Os resultados estdo expressos como
0 aumento de volume das patas em pl e correspodem a média de 5-6 animais + E.P.M.
Significativamente diferentes do grupo carragenina, *p<0,05 e ** p<0,01.
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com acido caféico octil éster (30 mg/kg, i.p., -1h) ou
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4 h) sobre o edema de pata agudo (A) e tardio (B)
induzido pela injecdo de carragenina (300 ug/pata). Os resultados estao expressos como
0 aumento de volume das patas em ul e correspodem a média de 5-6 animais + E.P.M.
Significativamente diferentes do grupo carragenina, ** p<0,01.
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento com acido caféico butil éster (30 mg/kg, i.p., -1h) ou
dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4 h) sobre o edema de pata agudo (A) e tardio (B)
induzido pela injecdo de carragenina (300 pg/pata). Os resultados estdo expressos como
0 aumento de volume das patas em ul e correspodem a média de 5-6 animais + E.P.M.
Significativamente diferentes do grupo carragenina, ** p<0,01.
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A injecao intraplantar de 300 ug de carragenina, induz, ao final de 6 h, o
aumento dos niveis de IL-1B nas patas injetadas. Os niveis de IL-13 em patas
injetadas com solucdo salina é de aproximadamente 0,3 pg/mg de tecido
aumentando para 34 pg/mg de tecido 6 h apds a injecéo i.d. do agente flogistico
(p<0,01) (Fig. 11). O pré-tratamento dos animais com os derivados butil, octil e
fenetil (30 mg/kg, i.p., -1 h), assim como com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4 h),
foi capaz de inibir de forma significativa o aumento dos niveis de IL-1p induzido
pela carragenina. Os percentuais de inibicdo calculados foram: 30+17, 24+2, 36+3
e 54+2 para os derivados butil, octil, fenetii e para a dexametasona,
respectivamente (Fig. 11)

Além dos niveis de IL-1B, a injec&o i.d. de carragenina também induz, ao
final de 6 h, a migracdo de neutrofilos para a pata injetada, como demonstra o
aumento acentuado (6 vezes quando comparado ao grupo salina, p<0,01) da
atividade da mieloperoxidase (Fig. 12 A, B e C). Novamente, o pré-tratamento dos
animais com os derivados butil, octil e fenetil na dose de 30 mg/kg (i.p., - 1 h)
assim como com a dexametasona (0,5 mg/kg; s.c., 4 h antes) foi capaz de inibir o
aumento da atividade da mieloperoxidase induzido pela carragenina com
percentuais de inibicdo de 28+2, 49+1, 31+2 e 3845, respectivamente (Fig. 12 A, B

e C).
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento com os derivados octil, butil, fenetil (30 mg/kg, i.p., -
1h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4 h) sobre o aumento dos niveis de IL-18 no
tecido subcutdneo das patas induzido pela injecdo i.d. de carragenina (300 ug). Os
resultados estdo expressos em pg de IL-13 / mg de tecido e correspodem a média de 3-6
amostras - E.P.M. Significativamente diferentes do grupo carragenina, *p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com acido caféico butil éster (A), octil éster (B), fenetil
éster (C) (30 mg/kg, i.p., -1h) ou dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., -4 h) sobre o aumento da
atividade da mieloperoxidase no tecido subcutaneo das patas induzido pela injecéo i.d. de
Os resultados estdo expressos como D.O. / mg de tecido e
correspodem a média de 4-6 animais + E.P.M. Significativamente diferentes do grupo
carragenina, # e ** p<0,01.

carragenina (300 pg).
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DISCUSSAO

Os macroéfagos séo células fundamentais para o inicio e desenvolvimento
das respostas imune e inflamatéria, ndo somente por sua capacidade de
apresentar antigenos e produzir citocinas, como também por produzir grandes
quantidades de NO e espécies reativas de oxigénio (ROS) em adicdo a outros
mediadores inflamatoérios (Moncada et al., 1991). Em situacbes de deple¢cédo de
arginina, como observado durante um processo inflamatério, a iINOS passa a
produzir o radical anion superéxido (O*,) além de NO (Xia e Zweier, 1997). Este
altimo reage rapidamente com o anion superéxido gerando o peroxinitrito, espécie
altamente oxidante, que se decompfe em outras espécies reativas como por
exemplo, o radical hidroxil que por sua vez, € capaz de iniciar um processo de
peroxidacao lipidica acarretando danos a membranas e ao DNA (Herencia et al.,
2001). De fato, muitos dos danos celulares pelos quais o NO era responsabilizado,
€ na verdade resultado da acdo do peroxinitrito (Szabd, 1996; Coleman, 2001).
Em vérias condi¢cdes patofisiologicas associadas a inflamacdo ou estresse
oxidativo, o peroxinitrito foi proposto como mediador do dano celular. Este dltimo
pode ser citotoxico por intermédio de diferentes mecanismos, incluindo a iniciacdo
da peroxidacéo lipidica, a inativacdo de vérias enzimas (principalmente aquelas
envolvidas na respiracdo mitocondrial) e deplecdo de glutationa, além de causar
dano ao DNA (Cuzzocrea et al., 2000). As ROS estdo implicadas em varias
condicdes patofisiolégicas, como na aterosclerose, ulceracdo gastrica,
degeneracdo neuronal, cancer, além de exercer papel fundamental em condicdes

inflamatodrias (Kourounakis et al., 1999). A superproducdo de ROS durante o
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processo inflamatério leva a um estresse oxidativo consideravel como indicado
pela peroxidacéo lipidica e consumo dos antioxidantes endogenos, vitaminas C e
E geralmente observado durante o processo inflamatério (Cuzzocrea et al., 2000).
O fato de varios antioxidantes possuirem atividade antiinflamatoria torna bastante
clara a importancia das ROS para o processo inflamatério (Kourounakis et al.,
1999).

Vérios trabalhos recentes mostram que o acido caféico e seus derivados
sao potentes antioxidantes sendo capazes de fazer o sequestro de varios radicais
livres (Sud’ina et al., 1993; Castelluccio et al., 1995; Silva et al., 2000; Kikuzaki et
al., 2002; Russo et al., 2002) aléem serem capazes de inibir a oxidacdo do LDL in
vitro (Castelluccio et al., 1995; Andreasen et al., 2001; Cartron et al., 2001) e a
atividade da xantina oxidase, fonte importante de ROS (Russo et al., 2002). Foi
visto que a capacidade de fazer o sequestro de diferentes radicais livres € um dos
principais mecanismos de acdo antioxidante do acido caféico e de seus derivados,
e decorre, pelo menos em parte, da existéncia de dois hidrogénios fendlicos,
assim como da possibilidade de estabilizacdo do radical fenoxil formado (Rice-
Evans et al., 1996; Silva et al., 2000). Além das ac¢des antioxidantes, propriedades
antiinflamatorias também foram descritas para o acido caféico e alguns de seus
derivados (Natarajan et al., 1996; Orban et al., 1999; Nardini et al., 2001;
Fitzpatrick et al., 2001; Maffia et al., 2002; Hsiao et al., 2003).

O presente trabalho confirma e estende os dados existentes na literatura,
mostrando que os derivados metil, etil, butil, octil, benzil e fenetil possuem acéo
antiinflamatéria in vitro, inibindo de forma significativa e dependente da

concentracdo, o aumento dos niveis de nitrito induzido pela ativacdo de células
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RAW 264.7 com LPS. Os resultados mostram ainda que quanto maior a cadeia
alquilica lateral dos compostos, maior sua poténcia em inibir a producéo de nitrito
pelos macréfagos. O aumento do tamanho da cadeia lateral, confere um aumento
da lipofilicidade do derivado, e por conseguinte, facilita sua passagem através da
membrana da célula. Esta talvez seja a razdo pela qual os derivados mais
lipofilicos sdo também os mais toxicos. Por outro lado, é bastante provavel que a
poténcia de inibicdo do nitrito também esteja relacionada com a lipofilicidade dos
derivados. Dados bastante semelhantes foram reportados por Nagaoka et al.
(2003), que testaram varios derivados do acido caféico (dentre eles os derivados
estudados neste trabalho) quanto a sua poténcia em inibir a producdo de NO por
macrofagos J774.1 estimulados com LPS, assim como sua tocixidade contra esta
linhagem celular. Os valores de CI50 obtidos por Nagaoka et al. sdo bastante
proximos daqueles descritos no presente trabalho. Os mesmos autores também
afirmam, que o tamanho da cadeia lateral € um determinante importante da
poténcia de inibicdo da producéo de nitrito.

Macrofagos ativados sintetizam NO e O, resultando na formacao de NO,
(nitrito) e NOg3” (nitrato) numa proporgéo [NOs] / [NO;] de 0,67 a 1,0. Entretando,
na presenca de oxihemoglobina ou substancias com grande potencial oxidante, o
NO e o0 NO;, sao completamente oxidados em NO3" (Lewis et al., 1995). A reacao
de Griess, empregada no presente trabalho para avaliagédo indireta dos niveis de
NO, é uma reacgdo colorimétrica simples e confiavel, sendo que sua Unica
desvantagem reside no fato de que detecta somente nitrito. Levando-se em conta

a possibilidade de que a inibicdo dos niveis de nitrito observada nas células RAW
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264.7 poderia ser devida ao fato dos derivados impedirem a degradacdo do NO
em nitrito, desviando-a para a producdo exclusiva de nitrato, procedeu-se a
incubacdo de uma aliquota do sobrenadante das células RAW com a bactéria E.
coli, fonte abundante de nitrato redutase. Desta forma, todo o nitrato presente nas
amostras foi convertido em nitrito podendo este ser dosado pela reacédo de Griess.
O mesmo perfil de inibicdo obtido quando da dosagem de nitrito antes da
conversdo com a nitrato redutase foi observado apos a incubacdo das amostras
com esta enzima, excluindo a possibilidade de que os derivados estivessem
diminuindo os niveis de nitrito por alterarem a via de oxidacédo do NO.

Alternativamente, os derivados poderiam diminuir o nitrito por interferirem
de alguma forma com o nitrito ja formado ou mesmo com o reagente de Griess.
Para descartar esta possibilidade, os derivados foram adicionados a uma solucao
de nitrito de sédio e incubados por 24 h, tempo apdés o qual procedeu-se a
dosagem do nitrito. A auséncia de diferenca entre os grupos estudados indica que
os derivados parecem nédo reagir com o nitrito ja formado nem tampouco com o
reagente de Griess.

Pelo fato do &cido caféico e alguns de seus derivados serem
reconhecidamente bons sequestradores de radicais livres, decidiu-se verificar se
os derivados estudados eram capazes de interagir diretamente com o NO,
fazendo seu sequestro. Para isto, lancou-se mao de um ensaio de liberacdo de
NO sem células, onde a fonte de NO é o SNAP. De fato, a literatura afirma que a
capacidade de diminuir nitrito em ensaios livres de células, onde a fonte de NO é
um doador desta molécula, esta associada a capacidade do composto testado de

sequestrar o NO liberado pelo doador (Virgili et al., 1998; Xiong et al., 2000;
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Creczynski-Pasa et al., 2001). Neste trabalho, todos os derivados inibiram de
forma significativa o nitrito proveniente da decomposicdo do SNAP, sugerindo
acdo de sequestro de NO. Vale ressaltar que a inibicdo do nitrito derivado da
decomposicdo do SNAP, apesar de significativa, ndo foi tdo acentuada quanto
aguela observada no sistema com células. Desta forma, estes resultados
permitem sugerir que o sequestro do NO é um dos mecanismos pelos quais os
derivados do acido caféico diminuem o nitrito produzido por células RAW 264.7.

Como o sequestro do NO nao parece ser 0 Unico mecanismo de acéo
reponsavel pela inibicdo de nitrito produzido por células RAW 264.7, procurou-se
investigar se os derivados do acido caféico eram capazes de inibir a atividade da
enzima que sintetiza 6xido nitrico nos macrofagos ativados: a iINOS. Os resultados
obtidos mostram que os derivados sdo desprovidos de acao inibitéria sobre a
atividade da iNOS, chegando mesmo a aumentar de forma significativa esta
atividade. Este resultado aparentemente contraditorio, confirma a suposicdo de
que os derivados seriam sequestradores de NO. De fato, varios trabalhos
demonstram que o NO produzido promove um feedback negativo, ligando-se ao
grupamento heme da iNOS, diminuindo sua atividade (Assreuy et al., 1993;
Santolini et al.,, 2001). Além disso, sequestradores de NO como a hemoglobina
aumentam a atividade da iINOS por diminuirem a quantidade de NO livre,
protegendo a enzima do feedback negativo (Santolini et al.,, 2001). Como os
derivados fazem o sequestro do NO, € de se esperar que melhorem a atividade da
enzima.

Apesar de uma inibicédo direta da atividade da iINOS néao ser detectada, nao

se pode excluir a possibilidade de uma inibicdo indireta da enzima pelos derivados
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do &cido caféico, uma vez que o ensaio originalmente descrito por Bredt e Snyder
(1990) e utilizado no presente trabalho para quantificacdo da atividade da INOS,
emprega a enzima isolada e excesso de cofatores e substrato para assegurar sua
atividade. Substancias que inibem a iINOS de forma indireta, pelo deslocamento de
co-fatores ou pela inibicdo da homodimerizacdo, passariam despercebidas neste
ensaio. De fato, a inibicdo indireta da INOS é uma possibilidade plausivel e
freqientemente ignorada pelos trabalhos de forma geral. Balligand e cols. (1993)
mostraram que os glicocorticéides eram capazes de suprimir a producdo de NO
por células endoteliais da microvasculatura cardiaca estimuladas com LPS.
Entretanto, esta inibicdo ndo era acompanhada de atividade diminuida da iNOS no
homogenato celular, nem de niveis diminuidos de RNA mensageiro para a
enzima, sugerindo assim, que outros fatores deveriam ser responsaveis pela
diminuicdo da producdo de NO. Posteriormente, 0 mesmo grupo mostrou que a
inibicdo da producdo de NO era devida a capacidade dos glicocorticoides de inibir
a expressdo da enzima que sintetiza o cofator BH4;, assim como de inibir o
transportador e a sintese de novo do substrato L-arginina (Simmons et al., 1996).
Da mesma forma, os derivados estudados poderiam alterar de forma indireta a
atividade da iNOS modificando a disponibilidade de BH,4 e/ou a disponibilidade de
L-arginina.

A BH,4 é um cofator indispensavel para atividade das trés isoformas de NOS
(Wang et al., 1995). Seu papel nas reacfes catalizadas pelas NOS ainda néo esta
completamente esclarecido, mas existem evidéncias indicando que ele funciona
tanto como um fator alostérico, promovendo a associacdo e estabilizacdo da

isoforma indutivel da NOS em sua forma dimérica ativa, quanto como um cofator
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envolvido nas reacdes de redox (Simmons et al.,, 1996; Bryk e Wolff, 1999). A
disponibilidade de BH,4 tem papel fundamental, uma vez que é capaz de modular a
producao de NO por células endoteliais da microvasculatura cardiaca estimuladas
com LPS (Simmons et al., 1996), assim como por ratos injetados com LPS (Bune
et al., 1996). A BH, é sintetizada a partir do trifosfato de guanosina (GTP) pelas
enzimas GTP ciclohidrolase I, 6-piruvol tetraidrobiopterina sintase e sepiapterina
redutase (Werner-Felmayer et al., 1993). A expressao da GTP ciclohidrolase I,
assim como a da iNOS, é induzida por diferentes estimulos inflamatérios como
LPS e citocinas tanto in vitro quanto in vivo (Simmons et al., 1996) e portanto
passivel de inibicdo. Foi visto que a regido promotora do gene para a GPT
ciclohidrolase | de rato compartilha varios elementos regulatérios com o gene que
codifica a INOS em murinos, incluindo os sitios para a ligagdo do NF-«B,
elementos responsivos ao IFN-y, NF-IL6 e AP-1 dentre outros (Simmons et
al.,1996). E possivel que os derivados do &cido caféico estejam diminuindo a
atividade de um ou mais destes fatores de transcri¢cdo, diminuindo a expressao de
GTP ciclohidrolase I, em ultima instancia diminuindo a quantidade de BH,.

Além disso, os derivados do acido caféico também poderiam alterar a
disponibilidade de L-arginina, interferindo nos mecanismos que controlam a
concentracao intracelular de L-arginina (i- sintese de novo de L-arginina a partir da
citrulina, ii- transporte de L-arginina para dentro da célula e iii- degradacdo da
arginina pela arginase), todos os trés passiveis de inducéo e por conseguinte, de

inibic&o.
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A sintese de novo da arginina a partir da citrulina se da intracelularmente
pela acdo da argininosuccinato sintetase e argininosuccinato liase. Foi visto que
esta via metabdlica esta presente em macréfagos murinos e que a expressao da
argininosuccinato sintetase aumenta numa variedade de células apds estimulo
com mediadores inflamatorios (Simmons et al., 1996). Os compostos estudados
no presente trabalho poderiam diminuir a disponibilidade de L-arginina por inibir
um ou mais fatores de transcricdo assim como por componentes das vias de
transducdo (como MAPK), necessarios para o aumento da expressao das enzimas
argininosuccinato sintetase e/ou argininosuccinato liase. Estudos adicionais séo
necessarios para confirmar esta hipoétese.

No que diz respeito ao transporte de L-arginina, diferentes sistemas de
transporte celular para aminonacidos cationicos foram caracterizados. Dentre
eles, o sistema y*, que tem papel-chave no transporte de L-arginina em
macréfagos (Hammermann et al., 2000). A atividade do sistema y* é caracterizada
por uma alta afinidade por aminoacidos catiénicos, ndo-dependéncia de Na' e
estimulacdo do transporte por substrato do lado oposto da membrana (trans-
estimulacdo) (Hallemeesch et al., 2002). A familia de transportadores de
aminoacidos catiénicos (CAT) apresenta as caracteristicas do sistema y* de
transporte. Quatro proteinas relacionadas foram identificadas e nomeadas de
CAT-1, CAT-2A, CAT-2B e CAT-3 (Closs, 2000). Os transportadores CAT diferem
em seu local e intensidade de expressao. Assim, foi visto que o transportador
CAT-2B era induzido pelo LPS, concomitantemente a iNOS em macrofagos
alveolares de ratos. Além disso, tanto a expressdao da INOS quanto a do

transportador CAT-2B séo inibidas pelos bloqueadores do NF-xB, o TLCK, PDTC,
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e por um oligonucleotideo que se liga a este fator de transcricdo, mostrando que
este fator nuclear medeia a inducdo das duas proteinas nestas células
(Hammermann et al., 2000). Adicionalmente, as MAPK, em especial a familia da
ERK e da p38 MAPK parecem estar envolvidas no transporte de L-arginia, uma
vez que seus inibidores especificos o PD 98059 e o SB 203580, respectivamente,
diminuiram de forma acentuada o aumento do influxo de L-arginina em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS/IFN-y (Caivano, 1998). Tendo em
vista que a producdo de NO pela INOS em macréfagos ativados é dependente de
L-arginina exogena (Assreuy e Moncada, 1992; Closs et al., 2000), substancias
gue interferem na expressao do transportador CAT-2B alteram indiretamente a
atividade da iINOS e por conseguinte, a producéao de NO.

Uma ultima via passivel de modulacdo pelos compostos analisados neste
trabalho, seria a via de degradacédo da arginina. A arginase cataliza a formacé&o de
uréia e ornitina a partir da arginina. Esta enzima existe em duas isoformas. A
arginase | que € uma enzima citossélica altamente expressa no figado e participa
do ciclo da uréia, e a arginase Il, uma enzima mitocondrial que pode ser co-
induzida com a INOS em macréfagos RAW 264.7 (Hallemeesch et al., 2002).
Neste caso, os derivados do &cido caféico estudados no presente trabalho
poderiam aumentar sua expressao e/ou atividade, diminuindo em ultima instancia,
a disponibilidade de L-arginia para a iNOS.

Como discutido nos paragrafos acima, as enzimas e os transportadores que
asseguram a disponibilidade de substrato e co-fatores para a sintese de NO séo,

em sua maioria, induzidas juntamente com a iNOS. Além disso, muitas delas
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parecem responder a fatores de transcricdo que controlam a expressao da iNOS.
Assim, a inibicdo de um ou mais fatores de transcricdo compartilhados por estas
enzimas e transportadores, como por exemplo, o NF-kB, resultaria na inibicdo
indireta da iINOS com consequente diminuicdo da producdo de NO. Como o acido
caféico e seus derivados sdo conhecidamente potentes antioxidantes (Sud’ina et
al., 1993; Castelluccio et al., 1995; Silva et al., 2000; Kikuzaki et al., 2002; Russo
et al., 2002), capazes de alterar o estado redox das células (Orban et al., 1999),
h& uma grande possibilidade que modulem varios aspectos da transcricdo génica
gue leva a expressao das proteinas citadas acima. De fato, ja foi demonstrado que
o acido caféico fenetil éster (CAPE) inibe a ativagdo do NF-kB induzida por varios
agentes inflamatdrios (Natarajan et al., 1996). Alem de sua capacidade de alterar
o estado redox intracelular (Orban et al., 1999), foi sugerido o CAPE exerce seus
efeitos inibitérios sobre o NF-xB através da inibicdo da producédo de ROS (Maffia
et al.,, 2002), que sabidamente liberam o fator de transcricdo de sua proteina
inibitéria 1kB-o. (Schmidt et al., 1995). Adicionalmente, Song et al.,, (2002)
mostraram que o CAPE é capaz de inibir a expressdo da iNOS induzida por
LPS/IFNy em macréfagos RAW 264.7. Além do CAPE, foi visto que o acido caféico
octil éster, também interfere na transcricdo génica que leva a expressédo da iNOS
em células musculares lisas de aorta de rato, sendo que o efeito inibitério parece
resultar da habilidade do derivado de bloquear a ativacdo de MAPK (Hsiao et al.,
2003). Assim, é possivel que os derivados estudados no presente trabalho

estejam alterando indiretamente a atividade da iINOS em macréfagos RAW 264.7
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por interferirem na transcricdo génica que leva ao aumento de transportadores e
enzimas envolvidos na via de producdo do NO a partir da L-arginina.

O grande numero de evidéncias mostrando a capacidade dos derivados do
acido caféico de alterar a transcricdo génica, levou-nos a verificar se a diminuicéo
dos niveis de nitrito no sobrenadante de células RAW 264.7 estimuladas, poderia
ser devida a inibicdo da expressdo da INOS. De fato, a producdo de NO por
macrofagos murinos estimulados pode ser modulada através da alteracdo da
expressdo da iNOS, que é induzida e regulada por uma série de vias de
sinalizacdo. Em murinos, a regido promotora do gene da iNOS contém consensos
para ligacdo de varios fatores transcricdo. Estes consensos encontram-se
distribuidos em dois locais especificos: um chamado de regido | e o outro de
regido Il. A regido | parece ser responsavel pela expressédo da iNOS induzida pelo
LPS, uma vez que contém trés sitios de ligacdo para o fator nuclear responsivo a
interleucina-6 (NF-IL6), um elemento responsivo ao TNF, um sitio de ligacdo para
o NF-xB e um sitio de ligacdo para octameros. Por outro lado, a regido Il parece
ser importante para a expressao da iNOS induzida pelo IFN-y pois contém sitios
de ligacéo para o fator regulatorio de IFN-1 (IFR-1), STAT-1a. e NF-xB (Dlaska e
Weiss, 1999). Sequéncias de ligagao para outros fatores de transcricdo, como a
proteina ativadora-1 (AP-1), os membros da familia de proteinas ligadoras de
CAAT/enhancer (C/EBP), assim como para o fator ativador de transcricao
responsivo a AMPc (ATF/CREB), também compdem a regido promotora do gene

da iINOS (Chen e Wang, 1999).
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As vias de sinalizacdo pelas quais o LPS promove a expressédo da iNOS
ainda ndo estdo totalmente esclarecidas, mas envolvem eventos que resultam na
transmissao do sinal da membrana plasmatica, através do citoplasma, ao nucleo
onde a expressao da INOS é aumentada. Estudos mostram que o LPS se liga a
proteina ligadora de LPS que por sua vez se liga ao CD14 de membrana e ativa,
através de tirosina quinase, a fosfatidilinositol fosfolipase C (PI-PLC) e a
fosfatidilcolina fosfolipase C (PC-PLC). Estas, por sua vez, ativam a proteina
quinase C (PKC) levando a ativacdo do NF-kB (Chen e Wang, 1999). Entretando,
embora a via do NF-kB seja essencial para a inducdo da iNOS mediada pelo LPS,
ela ndo é suficiente, tendo que se combinar a outros fatores de transcricdo para
induzir a expressao génica da iNOS (Dlaska e Weiss, 1999).

A familia de proteinas Rel/NF-xB inclui a p50 (NF-xB1), a p52 (NF-xB2), a
p65 (Rel A), a RelB e a c-Rel. Estas proteinas funcionam como fatores
transcricionias indutiveis, interagindo com consensos kB na regido regulatéria de
varios genes. As proteinas NF-kB/Rel encontram-se como homo ou heterodimeros
“presos” no citoplasma de células ndo ativadas através da interagdo covalente
com proteinas inibitérias chamadas de I«xB. Esta familia de proteinas caracteriza-
se por repeticbes de uma sequéncia especifica de 30 a 33 aminoacidos, chamada
de anquirina. Estes inibidores do NF-xB previnem a compartimentalizacdo nuclear
dos dimeros de NF-xB em células ndo estimuladas. Na presenca de estimulos
como LPS, IL-1, TNF-a, ROS, dentre outros, os residuos de serina 32 e 36 do kB
sao fosforilados pelo complexo 1kB quinase (IKK). Esta modificacdo faz com que

residuos de lisina do kB sejam poliubiquitinados, fato que marca a proteina para
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degradacéo pelo proteassoma 26S. A degradacédo do inibidor resulta na exposicao
da sequéncia de localizagdo nuclear (NLS) das proteinas Rel, onde se ligardo
carioferinas, levando, em dltima instancia, a translocacdo nuclear do NF-xB e a
consequente transcricdo de genes-alvo (Karin e Ben-Neriah, 2000; Laroux et al.,
2001). A ativacdo do complexo IKK é o ponto de convergéncia de sinais que
ativam o NF-xB por diferentes vias. Apesar de ndo ser totalmente esclarecida,
esta ativacdo € feita por proteinas capazes de fosforilar o complexo IKK, sendo
por isso chamadas de IKK quinases (Kracht e Saklatvala, 2002). Neste sentido,
estudos demonstraram que varias proteinas sdo capazes de fazer esta
fosforilacdo, dentre elas, diferentes isoformas de PKC e membros da familia das
MAPKKK como as MEKK1, 2 e 3 (Karin e Ben-Neriah, 2000).

As MAPK sao proteinas que fosforilam residuos de serina/treonina e que
participam das vias de sinalizacdo iniciadas por varios estimulos extracelulares
(Chen e Wang, 1999). As MAPK encontram-se divididas em trés grandes familias:
i) as quinases ativadas por receptor de sinal extracelular (ERK), também
conhecida como p44/p42, ii) as proteinas quinases ativadas por estresse, também
conhecida como quinase c-Jun-NH2-terminal (JNK) e iii) as p38 MAPK (Chen e
Wang, 1999). A ativacdo das MAPK segue uma cascata de fosforilagdo que se
inicia com a ativacdo das MAPKKK, que fosforilam MAPKK, que por sua vez,
adicionardo grupamentos fosfato nas MAPK, ativando-as. Também através de
fosforilacdo, as MAPK modulam a atividade de seus substratos: fatores de
transcricdo como Elk-1, SAP-1 e 2, dentre muitos outros (Kracht e Saklatvala,

2002).
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Ainda existe muita controvérsia a respeito de quais familias de MAPK
estariam envolvidas na expressdo da iINOS induzida pelo LPS. O que se sabe é
que as vias de sinalizacdo utilizadas pelo LPS para promover a expressdo da
INOS variam de acordo com o tecido e o tipo celular estudados (Paul et al., 1999),
e gue ainda assim, resultados conflitantes sdo observados envolvendo uma
mesma célula e um mesmo estimulo. Foi observado que em macréfagos murinos,
todas as trés familias de MAPK sé&o fosforiladas apos estimulo com LPS
(Chakravortty et al., 2001). Entretanto, ainda ndo ha um consenso a respeito do
papel de cada uma das MAPK no processo de expressao da iNOS pelo LPS em
macrofagos RAW 264.7.

O presente trabalho confirma dados da literatura (Song et al., 2002)
monstrando que o pré-tratamento de macréfagos RAW 264.7 com o derivado do
acido caféico fenetil éster, inibe de forma dependente da concentracdo a
expressdo da INOS induzida pelo LPS. Aléem disso, também foi observada
atividade inibitéria sobre a expressao da INOS para os derivados butil e octil.
Infelizmente, ndo foi possivel investigar quais as vias de sinalizacdo envolvidas
nesta inibicdo. Entretando, devido a importancia do NF-xB para expressédo da
INOS, e levando-se em conta dados existentes na literatura (Natarajan et al.,
1996; Orban et al., 1999; Nardini et al., 2001; Fitzpatrick et al., 2001; Maffia et al.,
2002; Hsiao et al., 2003) que mostram que o acido caféico assim como seus
derivados fenetil e octil sdo capazes de diminuir a ativacdo do NF-«B, & provavel
gue os compostos estudados no presente trabalho modulem a ativacéo deste fator

de transcricdo, sendo esta modulacdo decorrente, pelo menos em parte, da
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capacidade dos derivados de alterarem o estado redox das células e interferir na
ativacdo das proteinas MAPK.

Véarios trabalhos existentes na literatura descrevem propriedades
antiinflamatérias para determinada molécula em modelos in vitro como, por
exemplo, culturas celulares, sem no entanto analisar se estas atividades
biolégicas se estendem a situacdes in vivo, colocando em duvida a importancia
dos achados in vitro. Para verificar se as ac¢des antiinflamatorias dos derivados do
acido caféico observadas em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS se
estendem a um modelo in vivo, os trés derivados mais potentes no modelo in vitro
foram testados quanto a sua capacidade de inibir a resposta inflamatéria induzida
pela injecao intraplantar de carragenina em camundongos.

O modelo do edema de pata induzido pela carragenina é um modelo
classico de inflamacdo aguda, universalmente usado na pesquisa de novas
substancias antiinflamatoérias (Di Rosa et al., 1971). Foi demonstrado que a
injecdo intraplantar de carragenina promove uma resposta inflamatoria
caracterizada por aumento dependente do tempo do volume da pata (edema)
decorrente da infiltracdo de neutrofilos (Vinegar et al., 1987) e da liberacdo de
varios mediadores inflamatorios como citocinas, ROS, RNS e prostandides no foco
inflamatorio (Salvemini et al.,, 1996; Omote et al., 2001). A resposta
edematogénica induzida pela carragenina em ratos € um evento bifasico
constituido por uma fase precoce (até 2 h), desencadeada pela liberacdo de
histamina, bradicinina e serotonina no sitio inflamatério, seguida de uma fase
tardia (2 a 6 h) em que predomina a acéo pro-inflamatéria dos prostanodides (Di

Rosa et al., 1971). Varios estudos mostram que o NO possui papel fundamental
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na formacdo da resposta edematogénica induzida pela carragenina. A injecdo
deste agente flogistico na pata de ratos, induz aumento prolongado dos niveis de
NO,/NO3 no sitio inflamatério, aumento este diminuido pelo tratamento dos
animais com L-NMMA, aminoguanidina ou neurectomia, sugerindo a participacao
das isoformas constitutivas e induzida neste aumento (Omote et al., 2001). Além
disso, os mediadores da fase precoce (histamina, serotonina e bradicinina)
promovem a liberacdo de NO, que provavelmente medeia a dilatacdo da
microvasculatura, aumento da permeabilidade vascular e a formacdo do edema.
Mais ainda, o inibidor ndo seletivo das NOS, o L-NAME, é capaz de inibir tanto a
fase precoce, como a tardia do edema induzido pela carragenina em ratos (Handy
e Moore, 1998). Além disso, a fase precoce do edema induzido pela carragenina
parece depender das isoformas constitutivas da NOS enquanto que a fase tardia
possui como principal fonte de NO, a INOS, uma vez que seu inibidor seletivo, o L-
NIL, ndo foi capaz de inibir a fase precoce da inflamacdo induzida pela
carragenina, mas reduziu acentuadamente a fase tardia da resposta (Handy e
Moore, 1998).

Embora a maioria dos estudos sobre a resposta inflamatéria induzida pela
injecdo intraplantar de carragenina seja realizada em ratos, a resposta obtida em
camundongos, apesar de um pouco menor, € bastante semelhante (Henriques et
al., 1987). A unica diferenca significativa reside no fato de que ao contrario do que
€ observado em ratos, em que a resposta edematogénica maxima ocorre nas
primeiras 24 h, em camundongos esta resposta € observada 48 a 72 h apos a

injecdo de carragenina, periodo durante o qual os neutréfilos predominantes até
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entdo no sitio inflamatorio sdo substituidos por macréfagos, eosinofilos e linfécitos
(Henriques et al., 1987).

Borrelli et al. (2002), demonstraram que o pré-tratamento de ratos com o
derivado fenetil éster era capaz de inibir o edema de pata, assim como a pleurisia
induzidos pela carragenina. O presente trabalho confirma e estende os dados da
literatura, demonstrando que os derivados butil, octil e fenetil possuem atividade
antiinflamataria in vivo, uma vez que o pré-tratamento de camundongos com estes
derivados inibiu de forma significativa e duradoura o edema, a migracdo de
neutroéfilos, e 0 aumento dos niveis de IL-1 induzidos pela injecéo de carragenina,
sendo que o efeito inibitério dos derivados sobre o edema pbéde ser observado ja
na primeira hora apés a injecdo de carragenina. Em vista dos resultados obtidos
no ensaio do NO derivado do SNAP, é possivel sugerir que um dos mecanismos
envolvidos na inibicdo do edema de pata pelos derivados, € o sequestro do NO
liberado na fase precoce do processo inflamatério induzido pela carragenina,
decorrente da agcédo da histamina, bradicinina e serotonina em seus respectivos
receptores, diminuindo o aumento da permeabilidade vascular. Além disso, foi
reportado que em fases iniciais do processo inflamatério, quando ainda se
encontra em baixas concentracées, o NO ativa o NF-«B (Connelly et al., 2001),
levando a expressao de uma variedade de moléculas inflamatorias, amplificando o
processo. Assim, o sequestro deste NO impede que ele exerca suas funcdes proé-
inflamatarias inibindo a ativacao de células residentes, o que leva a diminuicdo da

producdo e liberacdo de diferentes proteinas inflamatoérias, dentre elas fatores
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quimiotaticos, o que em ultima instancia reduz a migracao de células inflamatorias
para o sitio inflamado.

Como citado acima, o pré-tratamento dos animais com os derivados do
acido caféico butil, octil e fenetil éster assim como com o corticoide dexametasona
inibiu de forma significativa o0 aumento dos niveis de IL-1p nas patas injetadas com
carragenina.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatodria secretada por uma variedade de
células em reposta a infeccdo, produtos de linfécitos ativados, toxinas microbianas
e estimulos inflamatérios (Dinarello, 1996). Estudos demonstraram que o0s
macrofagos sdo a principal fonte de IL-1p apds estimulacdo pela carragenina
(Dinarello, 1988). A IL-1p é capaz de induzir a biossintese de varios mediadores
inflamatorios, dentre eles a PGE,, amplificando o processo. Além disso, a IL-1
possui importante papel no edema induzido pela carragenina uma vez que sua
inibicdo através do uso de IL-1p recombinante humana reduz acentuadamente o
edema de pata induzido pela carragenina em ratos (Nakamura et al., 1988). Mais
ainda, a IL-1 € um fator quimiotatico para neutrofilos e mondcitos assim como
promove a degranulagdo de neutrofilos e eosindéfilos no foco inflamatorio (Zang et
al., 2002). A inibicdo do aumento dos niveis de IL-1p pelos derivados do acido
caféico, constitui um dos mecanismos responsaveis pela inibicdo do edema
induzido pela carragenina e pode ser resultado da acao inibitéria dos compostos
sobre a ativacao de células residentes, em especial, macréfagos.

A inibicdo da migracao de neutrofilos para as patas inflamadas parece ser

mais um mecanismo pelos quais os derivados inibem o edema de pata. De fato, a
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migracdo de células, em especial neutrdfilos, tem papel chave no desenvolvimento
e amplificacdo do processo inflamatorio local, uma vez que mediante estimulacéo
pela IL-1B, por exemplo, liberam o conteddo de seus granulos e produzem de
ROS (Zang et al., 2002). Desta forma, a inibicdo da migracdo de neutrdfilos,
mesmo que ndo tdo acentuada, é capaz de inibir de forma significativa o processo
inflamatério como um todo. O efeito inibitério dos derivados sobre a migracéo de
neutrofilos pode ser resultado dos niveis diminuidos de IL-1p e de outras proteinas
envolvidas na quimiotaxia de neutréfilos ndo avaliadas no presente trabalho.
Embora este trabalho tenha se limitado em analisar a migracdo de
neutroéfilos e os niveis de IL-1p na pata dos animais, dados da literatura fornecem
evidéncias indicando que o efeito antiedematogénico dos derivados do &cido
caféico observado no modelo do edema de pata induzido pela carragenina é
resultado da inibicdo de varios outros componentes do processo. Assim, Kono et
al. (1997), demonstraram que o acido cafeico é capaz de fazer o sequestro dos
radicais superéxido, peroxinitrito e hidroxil de forma bastante eficiente. Calikoglu et
al., (2003) mostraram que o derivado fenetil éster foi capaz de prevenir o dano
tecidual induzido por estresse oxidativo em um modelo de isquemia/reperfusao.
Uma vez que o peroxinitrito e os ROS de forma geral possuem importante papel
no edema de carragenina (Salvemini et al. 1996; Zang et al., 2002), € tentador
sugerir que a neutralizacdo dos radicais livres através de seu sequestro pode
contribuir para o efeito antiedematogénico destes derivados. Além disso, uma vez
gue os derivados butil, octil e fenetil inibiram a expressdo da iINOS em macrofagos

RAW 264.7 é grande a probabilidade de que sejam capazes de inibir a expressao
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desta enzima também no modelo in vivo assim como a expressao de varias outras
proteinas envolvidas no desenvolvimento da resposta inflamatéria como por
exemplo citocinas outras que a IL-13 e moléculas de adeséo.

Finalmente, varios trabalhos mostram que o acido caféico e alguns de seus
derivados como o fenetil éster sdo potentes inibidores da atividade das enzimas
lipooxigenase e ciclooxigenase, que dao origem aos eicosandides (Koshihara et
al., 1983; Sud’ina et al., 1993; Michaluart et al., 1999; Etzenhouser et al, 2001;
Rossi et al.,, 2002), assim como inibem a expressdao da COX-2 em diferentes
modelos inflamatorios (Michaluart et al.,, 1999; Maffia et al., 2002). Os
prostandides constituem o elemento base da resposta tardia a carragenina no
modelo do edema de pata (Di Rosa et al., 1971) e sua biossintese € aumentada
pelo NO produzido durante esta resposta (Sautebin et al., 1995). Mais uma vez, é
tentador sugerir que a inibicdo da biossintese de prostanoides pelos derivados
também seja responsavel pela inibicdo do edema de pata descrita no presente
trabalho, sendo que os niveis diminuidos de prostanéides poderiam decorrer tanto
da inibicho da expressdo da COX-2 quanto dos niveis diminuidos de NO
enddgeno.

Em concluséo, o presente trabalho confirma e estende dados da literatura
monstrando que os derivados do acido caféico, especialmente os derivados bultil,
octil e fenetil éster, sdo providos de importantes ac¢des antiinflamatérias tanto
guando estudados em modelos in vitro como in vivo. Diante destes fatos, é
possivel afirmar que o acido caféico e seus derivados firmam-se cada vez mais

como novas e importantes moléculas com potencial agédo antiinflamatoria.
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RESUMO

1 — O presente trabalho avaliou os efeitos de derivados do acido cafeico em
modelos de inflamagao in vitro e in vivo.

2 — No modelo da producédo de 6xido nitrico (NO) pela linhagem de macréfagos
murinos RAW 264.7 estimulados com lipopolissacarideo bactariano (LPS), o pré-
tratamento (-30 min) com os derivados metil, etil, butil, octil, benzil ou fenetil éster
(1,5625 — 50 uM) inibiu de forma significativa e dependente da concentracdo o
acumulo de nitrito (produto estavel de oxidacdo do NO) no sobrenadante celular.
As CI50(1C95%) obtidas foram: 21 (13-35) uM, 12 (11-13) uM, 8,4 (8-9) uM, 2,4 (2-
3) uM, 10,7 (8-13) uM, 4,8 (2,8-8,4) uM para os derivados metil, etil, butil, octil,
benzil e fenetil, respectivamente.

3- Os derivados metil, etil, butil, octil, benzil e fenetil inibiram a producdo de nitrito
decorrente da degradacdo do SNAP, um doador de NO, com inibicdes de
49+0,5%, 44+1%, 44+1%, 29+2%, 34+3% e 49+4% para os derivados metil (50
uM), etil (25 uM), butil (25 uM), octil (6,25 uM), benzil (25 uM) e fenetil (12,5 uM),
respectivamente. Estes resultados mostram que o0s derivados interagem
diretamente com o NO fazendo seu sequestro, sugerindo que este é dos
mecanismos pelos quais 0s compostos inibem o acumulo de nitrito do
sobrenadante das células RAW 264.7.

4 — Nenhum dos derivados estudados foi capaz de inibir a atividade da éxido
nitrico sintase induzida (iNOS), enzima responsavel pela producdo de NO em
macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS, indicando que a diminuicdo dos
niveis de nitrito no sobrenadante das ceélulas RAW 264.7 nao parece ser
decorrente da atividade diminuida da iNOS.

5 — O prétratamento (-30 min) das células RAW 264.7 com os derivados butil, octil,
fenetil (1,5625 — 25 uM) ou com o inibidor de sintese protéica a cicloheximida (1
uM) foi capaz de inibir a expressédo da INOS induzida pelo LPS, sugerindo que a
diminuicdo do acumulo de nitrito no sobrenadante celular é devida, pelo menos em
parte, a uma menor producdo de NO decorrente da expresséo diminuida da iNOS.

6 — No modelo in vivo do edema de pata de camundongos induzido pela injecéo
de carragenina, o pré-tratamento dos animais com os derivados butil, octil e fenetil
(30 mg/kg, i.p., - 1h) assim como com a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., - 4 h)
inibiu significativamente e de forma bastante duradoura o aumento do volume das
patas injetadas, com inibicbes de 73+3%, 65+6%, 50+5% e 75+3% para 0s
derivados butil, octil e fenetil e para o corticoide dexametasona, respectivamente.

7 — O possivel envolvimento do sequiestro de neutréfilos no tecido da pata em
reposta a injecdo de carragenina foi medido indiretamente através da
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quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO). Tanto os derivados butil,
octil e fenetil (30 mg/kg, i.p., - 1h) quanto a dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., - 4 h)
inibiram significativamente o aumento da atividade da MPO nas patas injetadas
com carragenina, sendo que os percentuais de inibicdo obtidos foram: 28+2%,
49+1%, 31+2% e 38+5%, para os derivados butil, octil e fenetil e para a
dexametasona, respectivamente.

8 — O aumento dos niveis da citocina IL-1p nas patas injetadas com carragenina
também foi significativamente atenuado pelo pré-tratamento dos animais com 0s
derivados butil, octil, fenetii ou com a dexametasona nas doses e tempos
mencionados acima, com percentuais de inibicdo de: 30+17%, 24+2%, 36+3% e
54+2%, respectivamente.

9 — De acordo com os resultados obtidos nos modelos de inflamagé&o in vitro e in
vivo, pode-se afirmar que os derivados do acido caféico possuem atividade
antiinflamatéria que parece ser mediada, pelo menos em parte, pela capacidade
dos mesmos em fazer o sequestro do NO e alterar a transcricdo génica de
proteinas envolvidas no desenvolvimento e na manutencdo do processo
inflamatario.
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SUMMARY

1 — The present work evaluated the effects of six caffeic acid derivatives in in vitro
and in vivo inflammation models.

2 — Pre-incubation (-30 min) of cells with caffeic acid derivatives, namely methyl,
ethyl, butyl, octyl, benzyl and phenethyl ester (1,5625 — 50 uM) inhibited, in a
significative and concentration-dependent manner, nitrite (stable product of NO
oxidation) accumulation in LPS-treated RAW 264.7 macrophages. IC 50(Cl 95%)
obtained values were: 21 (13-35) uM, 12 (11-13) uM, 8,4 (8-9) uM, 2,4 (2-3) uM,
10,7 (8-13) uM, 4,8 (2,8-8,4) uM for the methyl, ethyl, butyl, octyl, benzyl and
phenethyl derivatives, respectively.

3- All studied caffeic acid derivatives inhibited nitrite accumulation originated from
SNAP, a known NO donor, with inhibitions of 49+0,5%, 44+1%, 44+1%, 29+2%,
34+3% and 49+4% for methyl (50 uM), ethyl (25 uM), butyl (25 uM), octyl (6,25
uM), benzyl (25 uM) and phenethyl (12,5 uM), respectively. These results indicate
that caffeic acid derivatives are able to interact directly with NO, scavenging it,
suggesting that this may be a mechanism responsible, at least in part, for inhibition
of nitrite accumulation in RAW 264.7 supernatant.

4 — None of the studied caffeic acid derivatives was able to inhibit inducible nitric
oxide synthase (iNOS) activity, the enzyme reponsible for NO production in LPS-
activated RAW 264.7 macrophages, indicating that the decrease of nitrite levels in
cell supernatant do not seem to be the result of INOS activity inhibition.

5 — Pre-incubation (-30 min) of RAW 264.7 cells with butyl, octyl or phenethyl
derivatives (1,5625 — 25 uM) as well as with protein synthesis inhibitor
cycloheximide (1 uM) inhibited LPS-induced iINOS expression, suggesting that the
decrease in nitrite accumulation in RAW 264.7 supernantant is due, at least in part,
to an inhibitory effect on INOS expression.

6 — In the in vivo model of carragenan-induced mouse paw oedema, pre-treatment
of animals with butyl, octyl or phenethyl derivatives (30 mg/kg, i.p., - 1h) as well as
with dexamethasone (0,5 mg/kg, s.c., - 4 h) significantly inhibited, in a long-lasting
manner, the paw oedema, with inhibitions of 73+3%, 65+6%, 50+5% and 75+3%
for butyl, octyl and phenethyl derivatives and for the corticoid dexamethasone,
respectively.

7 — The leukocyte sequestration in paw tissues in response to carageenan injection
was measured indirectly as quantification of myeloperoxidase (MPO) activity. Butyl,
octyl and phenethyl derivatives (30 mg/kg, i.p., - 1h) as well as dexamethasone
(0,5 mgl/kg, s.c., - 4 h) inhibited in a significative manner MPO activity increase in
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carrageenan-injected paws, with inhibitions of: 28+2%, 49+1%, 31+2% and 38+5%,
respectively.

8 — The increase in interleukin-1p (IL-1pB) levels in carrageenan-injected paws was
also significantly attenuated by the pre-treatment of mice with butyl, octyl,
phenethyl or with dexamethasone, assessed in the doses and times mentioned
before, displaying percentages of inhibition of: 30+17, 2442, 36+3 and 54+2,
respectively.

9 — Accordingly to the results obtained in in vitro and in vivo inflammation models, it
can be suggested that caffeic acid derivatives possess indeed anti-inflammatory
activity that seems to be mediated, at least in part, by compounds ability to
scavenge NO and alter gene expression of proteins involved in the development
and maintenance of the inflammatory process.
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