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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose sistémica causada por fungos do género
Paracoccidioides. E uma doenca endémica na América Latina e que se apresenta
predominantemente em individuos do sexo masculino (90%) com idade entre 30 e
60 anos, sendo sua maioria constituida por trabalhadores rurais que se encontram
em fase produtiva no trabalho. As principais formas clinicas da doenca sé&o
aguda/subaguda e cronica. A busca por novos farmacos € uma constante na
sociedade moderna, tendo em vista tanto a existéncias de doencas que ainda nao
tém tratamento e a necessidade de drogas mais potentes e/ou que apresentem
menos efeitos colaterais, que as ja conhecidas. Recentemente, nosso laboratorio
iniciou estudos avaliando o efeito de substancias vegetais bioativas nesse contexto.
Utilizando cultura de mondcitos humanos desafiados com lipopolissacarideo (LPS),
verificamos que extratos brutos vegetais das espécies Piper, Peperomia e Davilla
interferem na producédo de TNF-a, IL-10 e IL-6, ora aumentando ora diminuindo a
liberacdo dessas citocinas. Esses resultados sugerem que tais substancias podem
atuar alterando os fendtipos das subpopulacdes de macréfagos M1 e M2. Do
mesmo modo, alguns dos extratos utilizados induziram diminui¢do na producao de
IL-1B, evidenciando interferéncia na ativacdo dos inflamassomas. Considerando
gue tanto a ativacdo do inflamassoma como a polarizacdo de macréfagos séo
elementos chaves na patogénese e cronificacdo das doencas inflamatérias, o
presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial imunomodulador de extratos
brutos, fracbes, e/ou substancias isoladas de espécies vegetais do género Piper
sobre esses mecanismos. Para estudar sua acdo sobre o NLRP3-inflamassoma,
macrofagos derivados da linhagem THP-1, foram desafiados com LPS, ATP,
inibidores e, ou, substancias bioativas. Para avaliar a acdo das substancias na
polarizagcdo macrofagica, macréfagos derivados de mondcitos da linhagem THP-1
foram polarizados em M1 e desafiados com as substancias bioativas. Nossos
resultados mostraram que as substancias bioativas provenientes da Piper
tuberculatum possuem efeito modulador, seja atuando na ativacdo do
inflamassoma, inibindo a produgdo da IL-13, ou no aumento de moléculas
importantes no reconhecimento de patdgenos e desenvolvimento da resposta
imune, como CD40, e TLR-2 e 4. Em conjunto nossos resultados indicaram
potencial imunomodulador promissor dessas substancias, destacando-se a
piplartina.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose, extratos vegetais, inflamassoma, Piper, atividade
macrofagica



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by fungi of the genus
Paracoccidioides. It is an endemic disease in Latin America and occurs predominantly
in male individuals (90%) aged between 30 and 60 years old, most of them are rural
workers in the productive phase. The main clinical forms of the disease are acute/
subacute and chronic. The search for new drugs is a constant in modern society,
considering both the existence of diseases that still have no treatment and the need for
more potent drugs and / or that have less side effects than those already known.
Recently, our laboratory started studies evaluating the effect of bioactive plant
substances in this context. Using culture of human monocytes challenged with
lipopolysaccharide (LPS), we found that crude plant extracts of the species Piper,
Peperomia and Davilla interfere in the production of TNF-a, IL-10 and IL-6, sometimes
increasing or decreasing the release of these cytokines. These results suggest that
such substances can act by altering the phenotypes of the subpopulations of
macrophages M1 and M2. Likewise, some of the extracts used induced a decrease in
the production of IL-1B, showing interference in the inflammasome activation.
Considering that both inflammasome activation and macrophage polarization are key
elements in pathogenesis and chronification of inflammatory diseases, the present
study aimed to evaluate the immunomodulatory potential of crude extracts, fractions,
and isolated substances from plant species of the genus Piper on these mechanisms.
To study their action on the NLRP3 inflammasome, macrophages derived from the
THP-1 strain, were challenged with LPS, ATP, inhibitors and, or, bioactive substances.
To evaluate the action of this substances in the macrophage polarization, macrophages
derived from monocytes of the THP-1 lineage were polarized in M1 and challenged with
the bioactive substances. Our results showed that biaotive substances from Piper
tuberculatum have a modulatory effect, either acting on the activation of the
inflammasome, inhibiting the production of IL-1[3, or increasing molecules important in
the recognition of pathogens and development of the immune response, such as CD40,
and TLR-2 and 4. Together, our results indicated a promising immunomodulatory
potential of these substances, highlighting piplartine.

Keywords: paracoccidioidomycosis, plant extracts, inflammasome, Piper, macrophage
activity
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1.INTRODUCAO
A busca por novos farmacos é uma constante necessidade da sociedade
moderna tendo em vista a obtencéo de drogas para doencas que ainda nao se
tem tratamento ou que sejam mais potentes ou, ainda, que apresentem menos
efeitos colaterais. O desenvolvimento de uma nova droga é dividido em varias
etapas que incluem: (1) descoberta/caracterizacdo de um composto com
atividade terapéutica; (2) estudos pré-clinicos e (3) estudos clinicos. Introduzir
um novo farmaco na area terapéutica € um processo longo e bastante oneroso
(Ferreira et al., 2009). O presente estudo se enquadra em um estudo pré-clinico,
que utiliza modelo in vitro de inflamagéao, com uma linhagem celular, permitindo
identificar novas drogas com potencial imunomodulador. Para o presente estudo
foram empregados extratos brutos e substancias isoladas de espécies vegetais

do género Piper.

1.1. Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM), descrita por Adolfo Lutz em 1908, é uma
micose sistémica, granulomatosa, causada pelos fungos termodimorficos
pertencentes ao género Paracoccidioides (Lutz, 1908; Teixeira et al, 2014). Em
2014 este género era composto por duas espécies Paracoccidioides lutzii e
Paracoccidioides brasiliensis, sendo o Ultimo constituido por um complexo de
cinco agrupamentos filogenéticos classificados como espécies cripticas: Sla, Slb,
PS2, PS3 e PS4 (Matute et al, 2015; Mufoz, 2016). Em 2017, Turissini e
colaboradores, baseado por estudos de genealogia genética nuclear e
mitocondrial, propuseram trés novas espécies para PS2, PS3 e PS4, sendo P.

americana, P. restrepienses e P. venezuelensis, respectivamente. Além disso as



espécies Sla e Slb foram classificadas como P. brasiliensis (Turissini et al,
2017).

A infeccado ocorre pela inalacdo de esporos e fragmentos de hifas (forma
micelial infectante) que, ao atingirem os pulmdes, se transformam em fungos da
fase leveduriforme (forma leveduriforme patogénica) (Bagagli et al, 2003). Os
dados epidemiolégicos revelam que a doenca € endémica na América Latina, com
elevada prevaléncia no Brasil, Venezuela e Coldmbia, afetando
predominantemente individuos do sexo masculino (80% no Brasil), com idade
entre 30 e 60 anos (Martinez, 2015). Nas mulheres com idade reprodutiva, o
horménio feminino estrogeno apresenta papel protetor, inibindo a transformacéo
do fungo da fase micelial para a fase leveduriforme, favorecendo a acéo de células
fagociticas, principalmente neutrofilos (Aristizabal et al, 1998, 2002). O principal
grupo acometido pela doenca séo os trabalhadores rurais, em fase produtiva, que
ao desenvolverem a doenga, deixam de exercer suas atividades por problemas
respiratérios, levando a diversos problemas socioecondmicos e psicolégicos ainda
subestimados.

Existe consideravel variabilidade clinica entre pacientes com PCM, suas
formas clinicas variam de aguda / subaguda (FA) a cronica (FC). A FC é mais

prevalente (cerca de 75% dos casos) e afeta principalmente adultos do sexo
masculino acima de 30 anos, sendo os pulmdes e mucosa do trato aerodigestivo
superior os principais orgaos/tecidos afetados (Mendes et al, 2017). Em geral, a
FC ocorre devido a reativacao de focos latentes (reinfeccdo enddgena), ou seja, 0
hospedeiro desenvolveu uma resposta imune adaptativa protetora Thl / Thl7 a
Paracoccidioides spp. (de Castro et al, 2013) que foi efetivo por um tempo

determinado. Esses pacientes também exibem intensa producéo de citocinas pro-



inflamatdrias que induzem efeitos deletérios ao invés de protecdo (de Castro et
al, 2013). Além disso, pacientes com FC / PCM apresentam sequelas, incluindo

enfisema e fibrose (Mendes et al, 2017).

1.2. Imunidade na PCM

A imunidade do hospedeiro frente aos fungos do género Paracoccidioides
esta relacionada a trés aspectos fundamentais: 1) a PCM é doenca endémica e
acomete individuos saudaveis, isto é, que ndo apresentam condicdo
imunossupressora prévia, 2) o0 comprometimento da resposta imune esta
associado a deficiéncia especifica a antigenos do fungo, ou seja, 0 paciente
possui imunidade preservada para outros antigenos. (Bernard et al, 1996), 3) a
resposta do individuo a infeccdo fungica depende ainda de outros fatores como:
carga genética, género, estado nutricional e tamanho do indculo inalado.

A morte do Paracoccidioides spp ocorre pela acdo do perédxido de
hidrogénio (H202) que sé&o produzido pelos macrofagos (Carmo et al, 2006), e
potencializados pela resposta imune adaptativa do tipo Thi, que é caracterizada
pela producéo de IFN-y pelos linfocitos ativados, atraidos para o sitio da leséo.
Qualguer deficiéncia ou alteracdo nesse processo leva ao estabelecimento da
doenca e a sua progressdo. Alem disso, com a deficiéncia da resposta Thi, que
em geral inibe a producdo de anticorpos, os pacientes passam a apresentar
titulos elevados de anticorpos especificos circulantes.

O comportamento imunoldgico é distinto nas formas aguda/subaguda (FA)
e cronica (FC) (Mota et al, 1985, 1988; Mamoni e Blotta, 2006; de Castro et al,
2013). A forma aguda/subaguda acomete criancas, adolescentes e adultos jovens

que apresentam historia clinica de curta duragdo e exibe manifestacdes clinicas



compativeis com o comprometimento do sistema fagocitico mononuclear.
Observa-se predominio da producéo de citocinas do perfil Tho/Tho (IL-4, IL-5 e IL-
9). A producéo elevada dessas citocinas acentua a deficiéncia da resposta imune
celular, levando a auséncia de reatividade frente a antigenos de Paracoccidioides
spp. Além disso, as citocinas de perfil Th2/Thg induzem produgéo muito elevada
de anticorpos do isotipo IgG4 (Juvenale, 2001). Considerando que este isotipo
apresenta capacidade de fixacdo de complemento reduzida e pequena afinidade
pelos receptores FcR, a fagocitose e a eliminacdo do fungo, tornam-se
comprometidas.

A forma crénica, que ocorre devido a reativacdo de focos latentes, isto é,
apos o hospedeiro ter organizado uma resposta imune adaptativa eficiente frente
ao Paracoccidioides spp, apresenta instalacéo lenta e progressiva.. Apresentam
intensa producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-183, IL-17 e de
peréxido de hidrogénio. Embora esses mediadores sejam importantes para a
eliminacdo do fungo, sua superproducéo induz efeitos deletérios e ndo conferem
protecdo. A producdo de anticorpos também pode estar elevada, e se caracteriza
por imunoglobulinas dos isotipos IgG1l e 1gG2 (20), que possuem maior
capacidade de fixagdo de complemento e maior afinidade pelos receptores FCR
(IgG1 > 1gG2 > 1gG4). Embora esse conjunto de elementos seja importante
para a eliminacdo do fungo, a capacidade de lise microbiana ndo acompanha a
multiplicagdo do fungo e o individuo adoece. Por se tratar de processo
inflamatorio crbénico, esses pacientes, em geral, ja apresentam fibrose logo no
primeiro atendimento clinico, quando se observa produgdo mais acentuada de
TGF-B1 e do fator de crescimento de fibroblasto basico (FGFb) (Venturini et al,

2014).



1.3. Inflamassoma
Diferentemente das demais citocinas, a producdo de IL-1B e IL-18 é
realizada por uma plataforma multiprotéica intracelular denominada inflamassoma
(Martinon et al, 2002). A ativacdo do inflamassoma ocorre por um sistema
sofisticado de receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) que estdo expressos
em células como macrofagos, mondcitos, células dendriticas, neutrofilos e células
epiteliais. Familias ja descritas dos PRRs incluem receptores do tipo toll-like
(TLRs), de lectinas do tipo- C e receptores nucleotide-binding oligomerization
domain (NOD)-like (NLRs) com suas sub-familias NOD, NLRP e IPAF (Medzhitov
e Janeway, 2002). Os receptores intracelulares NLRs apresentam, ainda, dois
dominios bem caracteristicos denominados dominio pirina (PYD) ou dominio de
recrutamento de caspase (CARD). Além de reconhecerem padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPSs), esses receptores detectam fatores enddgenos
derivados de estresse celular (DAMP), amplamente presentes durante 0s
processos inflamatorios agudos e cronicos. (Aravind et al, 2001; Inohara e Nufiez,
2003; Martinon e Tschopp, 2005).

Apesar do numero razoavel de receptores NLRs que sdo associados ao
inflamassoma, o NLRP3-inflamassoma é o mais estudado, pois apresenta
capacidade de responder a um grande numero de agonistas que ndo possuem
origem microbiana necessariamente, mas também a sinais endogenos. Estudos
demonstram, ainda, que o NLRP3-inflamassoma responde a mudanca nas
concentracOes ionicas celulares, especialmente potassio, além da ativacao por

cristais de acido urico e ATP extracelular (Martinon et al, 2009; Gross et al,



2011). Aléem dos receptores, a estrutura do inflamassoma € constituida por
moléculas adaptadoras, coletivamente denominada proteina adaptadora
associada a apoptose (ASC), molécula pro-caspase e os precursores de IL-1B e
IL-18.

Para que ocorra a ativagao do inflamassoma (Fig.1) e como consequéncia
a liberacdo da IL-1 e IL- 18 sdo necessarios dois sinais distintos em que pode-
se observar a complementaridade entre os papéis das diferentes familias de
PRRs (Martinon et al, 2009; Gross et al, 2011; Bauernfeind e Hornung, 2013). O
primeiro sinal é o reconhecimento de PAMPs pelos PRRs (como por exemplo,
TLRs) que leva a ativacdo da via NF-kB com transcricdo e traducdo das
moléculas pro- IL-1B e pro-IL-18. Um segundo sinal, usualmente associado aos
DAMPSs, é reconhecido pelos receptores intracelulares NLRs que recrutam os
demais componentes do inflamassoma e, assim, tem-se a clivagem, via caspase-
1, das citocinas nas suas formas ativas (Martinon et al, 2009; Gross et al, 2011,
van de Veerdonk et al, 2011; Bauernfeind e Hornung, 2013). Considerando o
envolvimento da IL-1 B na patogénese de doengas inflamatdrias (Guo et al, 2015;
Schett et al, 2016) e neurodegenetarivas (Freeman e Ting, 2016) o inflamassoma
representa um mediador critico nos processos inflamatdrios e, portanto, € um

alvo terapéutico em potencial (McCoy et al, 2016).



Figura 1- Modelo de ativacdo do inflamassoma
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Fonte: Invivogen, 2009.

1.3. Inflamassoma e infec¢Bes fungicas
Locais como pele e mucosa sao frequentemente expostos a fungos e o
sistema imune do hospedeiro é o responsavel por distingui-los entre os que fazem
parte da microbiota natural e aqueles que podem causar doencas mais graves.
Apesar de ainda ser pouco estudado, o inflamassoma tem apresentado um papel
importante no equilibrio entre a colonizacdo simbiética e infeccdo por fungos,
como por exemplo, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans (Hise et al, 2009; Joly et al, 2009; Gross et al, 2009; Said-Sadler et al,
2010; Lei et al, 2013).
Neutrofilos participam dos eventos iniciais da infec¢do fungica atuando na
fagocitose de conidios e leveduras e, ou, na liberacdo de diversas enzimas
proteolicas e NETs (neutrophil extracellular traps) em respostas as hifas e micélios

(Della Coletta et al, 2015; Bachiega et al, 2016). Nesta fase incial da infec¢éo, a IL-



18 ndo é dependente do NLRP3-inflamassoma pois os neutrdfilos sdo capazes de
liberar uma enzima denominada proteinase 3 (PR3) que também possui capacidade
de clivar a forma inativa da IL-18 na sua forma ativa (Joosten et al, 2009). Nos
estagios mais tardios da infeccdo, quando a resposta inflamatéria torna-se mais
dependente das células mononucleares, o inflamassoma é o responsavel por atuar
na liberacdo da IL-1B e IL-18 que contribui na polarizacdo das respostas Th1l7e Thl
respectivamente (van de Veerdonk et al, 2011).

Estudos experimentais recentes tém relacionando a PCM e o inflamassoma.
Em 2013, Tavares et al. demonstraram pela primeira vez que o NLRP3-
inflamassoma € ativado pelo P. brasiliensis em células dendriticas murinas e que
esse mecanismo seria de grande importancia para a defesa do organismo contra o
fungo. Feriotti et al. (2015) observaram que a expressdo do receptor Dectina-1
induz expressiva ativacdo do NLRP3-inflamassoma e que esse mecanismo estaria
associado com a resisténcia do hospedeiro frente ao fungo e Ketelut-Carneiro et al
(2015) demonstraram que a IL-18 liberada pela ativagdo do NLRP3-inflamassoma
induz a uma resisténcia antifungica pelo hospedeiro (Tavares et al, 2013; Feriotti et
al, 2015; Ketelut-Carneiro, 2015). Castro et al. demonstraram a ativacdo do NLRP3-
inflamassoma em células dendriticas derivadas de mondcitos obtidos de individuos
saudaveis desafiadas por P. brasiliensis (de Castro et al, 2018), confirmando pela
primeira vez a ativacao do inflamassoma em células humanas, corroborando assim
0s achados encontrados nos primeiros estudos experimentais (Tavares et al, 2013;
Feriotti et al, 2015). Em um recente trabalho publicado pelo nosso grupo,
observamos um aumento constitutivo nos niveis de mRNA de genes do NLRP3-
inflamassoma em monocitos de pacientes com PCM quando comparados a

controles saudaveis. Foi observada semelhante expressao intracelular de proteinas



também associadas ao inflamassoma, NLRP3, CASP-1, ASC e IL-1B em mondcitos
de pacientes com PCM e controles de fumantes. A expressdo aumentada de
NLRP3 e ASC foi observada em mondcitos de pacientes com PCM sob hipoxia em
comparacao com controles de fumantes. Pela primeira vez, demonstramos que
monocitos de pacientes com a forma crénica da PCM (CF- PCM) estavam
associados a expressdo aumentada de componentes do NLRP3-inflamassoma

(Amorim et al, 2020).

1.5. Plasticidade macrofagica

Macrofagos séo células do sistema imune presentes em diversos tecidos e
que apresentam multiplas fungdes, sendo imprescindiveis em diversos processos
fisioldgicos, como por exemplo, na inflamacgéo e na reparacao tecidual (Mosser e
Edwards, 2008; Shiratori, 2017). Por esse motivo sdo até mesmo considerados
“reguladores mestres da inflamacgao e fibrose” (Wynn e Barror, 2010). Nos tecidos
sdo geralmente encontrados proximos aos miofibroblastos (Ramm et al.,
1998; Wynn e Barror, 2010) e sao capazes de produzir mediadores proé-fibréticos,
como TGF-B1 e PDGF que atuam diretamente nos fibroblastos.

Uma das caracteristicas marcantes dos macrofagos € a capacidade de se
ativar e diferenciar em subtipos com propriedades distintas: 1) macrofagos M1 —
com propriedades pré-inflamatérias e 2) macrofagos M2 — com propriedades
anti- inflamatérias (Shiratori, 2017).

Durante uma infeccdo, macréfagos migram até o tecido lesionado e em
contato com as substancias presentes no microambiente tecidual, como
citocinas de perfil Thl (TNF e IFN-y) e estimulos microbianos como o

lipolissacarideo (LPS), se diferenciam em macrofagos tipo M1, ou classicamente
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ativados, que produzem citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-15, IL-23 e IL-1B),
apresentam alta capacidade de apresentacao antigénica e producéo de reativos
de oxigénio e nitrogénio (Shiratori, 2017; Arorra et al., 1989; Chizzolini et al.,
2000; Gratchev et al., 2001). Quando a infec¢éo j& esta controlada, as citocinas
e estimulos presentes no microambiente tecidual se alteram na presenca dos
mediadores IL-4, IL-10, IL- 13 e glicocorticoides que promovem a diferenciacéo
macrofagica para o perfil M2, responsavel pela producdo de citocinas anti-
inflamatorias, limpeza de células apoptoticas e remodelacao tecidual (Mantovani
et al., 2004; Arorra et al., 1989; Shiratori, 2017).

Os macréfagos M2, ou alternativamente ativados, ainda podem ser
subdivididos em: M2a, M2b e M2c (Arorra et al., 1989; Shiratori, 2017). O
fendtipo M2a é induzido pelas citocinas IL-4 e IL-13 que promovem a regulacdo
de moléculas do MHC-II e producdo de metaloproteinase - 1 (MMP-1). Essas
células apresentam papel importante na proliferacdo celular, reparo tecidual e
fibrogénese. (Chizzolini et al., 2000; Gratchev et al., 2001). O fenétipo M2b é
induzido pela exposicdo a imunocomplexos em combinagdo com LPS ou
ligantes do receptor IL-1R. Essas células apresentam baixa producéo de IL-12 e
alta producao de IL-10 (Anderson e Mosser, 2002). J& o fen6tipo M2c é induzido
na presenca de glicocorticoides, TGF-B ou IL-10. Essas células regulam
negativamente a produgcdo de citocinas pro-inflamatérias e aumentam a
atividade de limpeza de restos celulares (Arrora et al., 1989).

Uma estratégia muito utilizada para o estudo dos feno6tipos macrofagico é
a diferenciagdo in vitro utilizando mondocitos humanos ou linhagens celulares
(Stossif et al., 2012; Shiratori, 2017). Na literatura, ja esta bem estabelecido que

€ possivel utilizar linhagens de células de mondcitos como a THP-1 (ATCC®
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TIB-202) e diferencia-las primeiramente em macrofagos MO (indiferenciados)
pela exposicéo ao de forbol 12- miristato 13-acetato (PMA). E depois polariza-los
em M1 e M2 com o uso das respectivas citocinas recombinantes caracteristicas

de cada perfil (Stossif et al., 2012; Genin et al., 2015; Shiratori, 2017).

1.6. Macrdéfagos polarizados e doencas inflamatorias

A heterogeneidade dos macréfagos tem sido atrelada ao desenvolvimento e
manutencdo de diversas doencas inflamatérias, como doencas infeciosas
cronicas, diabetes mellitus do tipo Il (DM- Il), doenca arterial coronaria, doencas
neuro- degenerativas e algumas neoplasias. (Schultze et al., 2015).

Os macrofagos M1, por exemplo, sdo as células descritas como cruciais no
desenvolvimento do DM-II. A obesidade leva a infiltragdo de macrofagos M1 no
tecido adiposo que, por secretarem citocinas pro-inflamatérias, induzem a
resisténcia a insulina (Cucak et al., 2014). Na esclerose multipla tem sido descrito
que, apos o0 dano no sistema nervoso central (SNC), os macrofagos
residentes (microglia) sdo funcionalmente ativados e, assim, se tornam células-
chave na propagacdo da resposta neuro-inflamatéria. Nas lesdes
desmielinizantes, observadas na esclerose mdltipla, os macréfagos e microglias
ativados estdo presentes em abundéancia (van der Valk and De Groot, 2000),
indicando, assim, o papel dessas células na formacao da lesdo axonal e, também,
no mecanismo de reparo tecidual (Kigerl et al., 2009; Rawji and Yong, 2013). Em
neoplasias, a participacdo dos macroéfagos M1 tem sido identificada pela infeccao
cronica por Helicobacter pylori no estbmago que da origem a persisténcia da
inflamagéo por mondcitos/macréfagos M1, resultando no inicio da tumorgenese

(Cordon-Cardo and Prives, 1999; Peek and Blaser, 2002).
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Por outro lado, nas neoplasias, 0 que se observa com maior frequéncia, é a
presenca de macrofagos M2. No microambiente tumoral, os macrofagos séo
polarizados em M2 pelas células tumorais, linfocitos Th2 e linfécitos B que
produzem citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 (Hagemann et al., 2005; Hagemann e
Lawrence, 2009). Além disso, os macrofagos M2 produzem fatores pro- tumorais
como IL-8, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e metaloproteinases
de matriz (MMP). Esses mediadores em associacdo com produtos secretados por
macrofagos associados a tumores e células mieldides, como IL-10, TGF-
e arginase-1, promovem o crescimento e metastase tumoral (Hume, 2015; Nardin
and Abastado, 2008).

Considerando que macrofagos séo células predominantemente presentes
no ambiente inflamatorio e citocinas e quimiocinas produzidas por esses fagocitos
sdo os principais mediadores do dano tecidual, essas células tem surgido como
reguladores-chave na iniciacdo, promocdo e progressdo das doencas
inflamatorias. Assim, tem sido amplamente sugerido que os macréfagos podem
representar um alvo apropriado para novos tratamentos imunoterapicos (Revisao
em Ohashi et al., 2015). Por exemplo, terapias que inibem a infiltracdo de
macrofagos ou sua supressao tém demonstrado eficiéncia em pacientes com

artrite reumatoide e osteoartrite (Barrera et al., 2000; Young et al., 2001).

1.7. Extratos vegetais com potencial terapéutico

O Brasil possui uma biota extremamente rica com aproximadamente 20%
de todas as espécies conhecidas no mundo além de milhares de outras espécies
ainda nao descobertas (Bolzani et al., 2012). Nas duas ultimas décadas tém-se

observado grande incentivo na busca por novos farmacos a partir de produtos
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naturais (Cechinel Filho & Yunes, 1998). Ao mesmo tempo, houve um grande
desenvolvimento nos meétodos analiticos para isolamento e elucidacdo das
estruturas moleculares complexas desses produtos como, por exemplo,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrofotometria de massa
(MS) e ressonancia magnética nuclear (NMR) (Bolzani et al., 2012). Desse modo,
esses avancos resultaram em notavel dinamizacdo nos processos que
culminaram com a identificacdo e purificacdo de muitas substancias ativas. No
entanto, a repercussao biolégica desses achados continua sendo um desafio
para 0s pesquisadores, uma vez que seu processo € complexo e lento, pois
envolve diversas etapas metodoldgicas, inUmeras potencialidades a serem
exploradas e, ainda, € fundamental que esse processo seja realizado por uma
equipe multidisciplinar concatenada (Cechinel Filho & Yunes, 1998). Segundo
diversos autores, a descoberta de uma substancia com atividade biolégica a
partir de plantas é facilitada pela orientacdo de seu uso na medicina popular, isto
€, cerca de 75% dos compostos utilizados pelas industrias farmacéuticas foram
isoladas baseadas na medicina tradicional (Farnsworth and Kaas, 1981,

Montellano, 1975; Unander et al., 1995).

E de nosso interesse estudar as espécies da familia Piperaceae, uma vez
que as mesmas tém sido utilizadas na medicina popular no tratamento de
doencas do figado, epilepsia, antimalarico, problemas dermatologicos, urolégicos
e diabetes mellitus (Amorim et al., 1988; Stasi, 2002). A familia Piperaceae
compreende 10 géneros, com aproximadamente 4000 espécies (Lopez et al.,
2010), incluindo os géneros Piper e Peperomia, com mais de 700 espécies
distribuidas em regifes tropicais e subtropicais (De Campos et al.,, 2005).

Diversas classes de metabodlitos secundarios como alcaldides, amidas,
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flavondides, derivados do acido benzdico, lignanas, terpenos e ciclopentadionas
presentes em diversas espécies de Piper sdo apontados como 0s possiveis
responsaveis pela atividade biologica dessas espécies (Lago et al., 2005).
Estudos biolégicos demonstraram que estas possuem atividade tripanocida,
antimalarica, antifangica e potenciais antiviral, antioxidante e anti-inflamatério
(Amorim et al., 1988; Cotinguiba et al., 2009; de Ferreira-da Cruz et al., 2000;
Lépez et al., 2010; Yamaguchi et al., 2006). Apesar desses achados, pouco se

conhece sobre a acdo in vivo destes extratos sobre o sistema imunolégico.

Dentre as substancias isoladas do género Piper, destaca-se a piplartina
(Fig.2) que € um alcaloide/amida comumente encontrada em espécies do género
Piper (Gorgani et al., 2017). Na literatura ha relatos de diversas atividades, entre
elas destacam-se atividade gastroprotetora, leishmanicida, schistossomida,
imunomodulador, entre outros (Moraes et al., 2011; Burci et al., 2013; Park et al.,

2017; Moreira et al., 2018).

Figura 2. Estrutura quimica da piplartina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial imunomodulador de substancias bioativas vegetais na

ativacdo do NLRP3-inflamassoma e na polarizagdo de macrdofagos M1.

2.2. Objetivos Especificos

- Caracterizar a ativagdo do NLRP3-inflamassoma a partir da produgéo de IL-1
e IL-18 de mondcitos THP1 cultivados na presenca de LPS, ATP e, ou,

inibidores e desafiados com as substancias bioativas vegetais.

- Caracterizar o perfil da atividade macrofagica a partir da expressdo das
moléculas de superficies CD80, CD163, CD206, CD369, TLR2, TLR4, CD40,
CD86 e HLA-DR de macréfagos polarizados em M1 e desafiados com as

substancias bioativas vegetais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material vegetal. A espécie Piper tuberculatum Jacg. € mantida na
casa de vegetacdo do Instituto de Quimica, Unesp, Araraquara, SP, Brasil e foi
identificada pelo Prof. Dr. Guillermo E. D. Paredes (Universidade Pedro Ruiz Gallo
— Peru). A exsicata da planta (Kato-163) esta depositada no herbario do Instituto
de Botanica, Sdo Paulo — SP. As folhas foram coletadas no dia 19 de julho de

2018, das 10h 30m as 11h 00m (21°48'26.9”"S 48°11°33.5"w).

3.2. Obtencdo do extrato vegetal. Apdés coleta do material vegetal, as folhas
foram secas em estufa de ar circulante a 40° C por cinco dias. Posteriormente,
foram pulverizadas obtendo-se 39,97 g. Desse total, 19,69 g foram utilizados no
processo de extragdo por maceragdo assistida por ultrassom, utilizando como
solvente extrator, 350 ml de etanol (EtOH) por 30 minutos. Esse procedimento foi
realizado trés vezes. O extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador a

pressédo reduzida, obtendo-se 1,200 g de extrato etandlico.

3.3. Obtencao da Fracéao. O fracionamento do extrato bruto etandlico (EBEtOH)

das folhas da espécie Piper tuberculatum Jacq foi realizado por extracédo nliquido
liguido. Pesou-se o extrato bruto, que foi ressuspenso em 150ml de uma solugéo
composta por etanol e agua (9:1) e extraido através da particdo de solventes
organicos de polaridade crescente: hexano, acetato de etila e agua. Para o

presente trabalho utilizamos a fragédo de acetato de etila (FACOE).

3.4. Linhagem celular. Foram utilizados monécitos da linhagem THP-1(ATCC®

TIB- 202TM) que foram cultivados e mantidos em meio de cultura RPMI-10
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(Sigma-Aldrich) a 37°C e 5% CO2 e submetidos a diferenciagdo em macrofagos pela
adicéo de 1 ng/ml de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Aldrich) durante 3

horas, seguindo por lavagem com RPMI. As células entdo foram plaqueadas em placas

com 24 pocos, e deixadas por 24h em estufa para total aderéncia.

3.5. Ensaio de ativacdo do inflamassoma. Apos o protocolo de diferenciagéo,
foram adicionados aos macrofagos derivados da linhagem THP-1 as substancias
bioativas em diferentes concentracdes: 10 pg/ml de extrato bruto etandlico
(EBEtOH) de Piper tuberculatum; 1 pg/ml da fracdo acetato de etila (FACOEt.) de
P. tuberculatum; 0.5 pg/ml de piplartina ou os inibidores do inflamassoma,
isoliquiritigenin (1 pg/ml) e parthenolide (10 pg/ml), além do inibidor do TLR-4
LPS-RS (1 pg/ml). ApGs o periodo de incubacéo, as células foram submetidas a
ativacao do inflamassoma pela adicdo de LPS (10 ng/ml) e ATP (1 mM). Apés 3
horas foram coletados os sobrenadantes e as células aderidas foram lisadas para

0 ensaio de Western Blotting.

3.6. Quantificacdo de IL-1B. Os sobrenadantes das culturas foram estocados a
- 80°C para posterior dosagem da IL-1B e IL-18 que foi realizada através da

técnica de ELISA pelo kit DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MI, USA).

3.7. Diferenciacdo de macréfagos M1. A diferenciacdo de mondécitos em
macrofagos M1 utilizando a linhagem THP-1 foi realizada de acordo com Stossi
et al. (2012) com modificacbes. Resumidamente, os mondcitos foram cultivados
na presenca de 20 ng/ml de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) por 3 horas e

depois submetidos a um descanso em RPMI-10 por 3 dias. Para a polarizagao
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em M1, as células foram incubadas com 30 ng/ml de IFN-y e 100 ng/ml de LPS
por 3 dias. Os macrofagos foram avaliados por citometria de fluxo para a
confirmacéo fenotipica: CD80MYIN (M1) (Buechler et al., 2000; Varin e Gordon,
2009). Apo6s a confirmacdo fenotipica, foram executadas novas culturas e os
macréfagos foram estimulados com 10 pg/ml de extrato bruto etanélico (EBEtOH)
de P. tuberculatum; 1 pg/ml da fracéo acetato de etila (AcOEt) de P. tuberculatum;
0.5 pg/ml de piplartina e 0.5 pg/ml de rutina por 24 horas. Posteriormente, as
células foram coletadas e submetidas a analise das moléculas de superficie por

citometria de fluxo.

3.8. Expressdo de moléculas de superficie (citometria de fluxo). As células
aderentes foram retiradas das placas utilizando solucdo PBS-EDTA 2 mM, em
banho de gelo e com o auxilio de Cell Scraper (Greiner). As células foram
incubadas com anticorpos conjugados a fluorocromos anti-CD80 (Invitrogen;
clone 2D10.4), CD206 (Ebioscience; clone 19.2), CD163 (Invitrogen; clone
eBioGHI/61), CD14 (MACS Miltenyl Biotec), CD40 (Ebioscience; clone 5C3),
CD86 (Ebioscience; clone 1T2.2), HLA-DR (Ebioscience; clone LN3), CD369
(Ebioscience; clone 15E2), TLR2 (Ebioscience; clone TL2.1), TLR4 (Ebioscience;
clone HTA125) ou controles isotipicos diluidos em Blocking Buffer por 20 minutos
e a 4°C. Apos lavagem com FACS Buffer (PBS modificado segundo Dulbecco,
0,1% BSA e 0,1% azida soédica), as amostras foram fixadas em PBS- formalina
4% por 5 minutos. A aquisicdo foi realizada em FACS Aria ™ |III (BD
Biosciences), no total de 30.000 eventos e os dados analisados no software

FlowJo 7.5.5 (Tree Star, Inc).
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3.9. Anélise estatistica. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando-
se o software GraphPad InStat versdo 3.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) e o nivel de significancia estabelecido para verificar a
hipétese de nulidade sera de 5,0%. A comparacdo de duas amostras
dependentes foi feita pelo teste t, enquanto a de mais de duas amostras

dependentes foi feita pelo teste ANOVA, com poés-teste de Dunn. (Zar, 2010).

3.10. Aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa. O presente trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias —

UNESP/Bauru, pelo parecer 563.575.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados e a discusséo serdo apresentados em 02 capitulos, conforme segue.

4. CAPITULO |

“Influéncia da piplartina, substancia isolada da Piper tuberculatum Jacq., na

modulacao da ativagdo do NLRP3 inflamassoma”

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos a partir das

analises da producéao de IL-1B, a partir de ensaios de inibicdo do inflamassoma.

4.1. RESULTADOS

4.1.2. Avaliacdo do efeito do extrato bruto da Piper tuberculatum Jacq
producao da IL-1B.

Foram realizados ensaios de producdo da IL-13 em sobrenadante de
macrofagos derivados de mondcitos da linhagem THP-1. Como o objetivo do
nosso trabalho foi avaliar a imunomodulacéo do inflamassoma pelas substancias
bioativas, para tentarmos elucidar os possiveis mecanismos de acdo das
substéancias, utilizamos inibidores especificos de componentes do inflamassoma
(receptor NLRP3 e Caspase-1), além de inibidor especifico do receptor de
reconhecimento padrdo TLR-4, que atua no reconhecimento do LPS. As células
foram tratadas com EBEtOH da Piper tuberculatum (10ug/ml) ou inibidores por 1
hora, seguido do protocolo de ativacdo do inflamassoma, com a utilizagdo de
LPS (10 ng/ml) e ATP (1 mM). Nossos resultados mostraram diminui¢ao

significativa na producédo da IL-1B quando comparamos as células tratadas com
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0 EBEtOH da P. tuberculatum em relagéo ao controle positivo (somente ativadas
com LPS e ATP).

Quando comparamos o controle positivo com as amostras tratadas com
os inibidores do TLR-4, NLRP3 e da Caspase-l1 encontramos também

significativa diminuicéo da producéo da IL-1B (Fig. 3, 4 e 5).
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Figura 3. Avaliacdo do efeito do extrato bruto da Piper tuberculatum Jacq e do
inibidor do TLR-4 na producgdo da IL-1B. Macrofagos derivados de mondcitos da
linhagem THP-1 foram tratados com o EBEtOH [10 pg/ml], e, ou, tratados com o inibidor
do TLR-4[1 ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagdo do inflamassoma sendo
desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pds-teste foi realizado utilizando
teste de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos foram realizados em
triplicada e duas repeticdes.
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Figura 4. Avaliacao do efeito do extrato bruto etandlico da Piper tuberculatum Jacq
e do inibidor do NLRP3 na producdo da IL-1B. Macrofagos derivados de mondcitos da
linhagem THP-1 foram tratados com o extrato bruto etandlico [10 ug/ml], e, ou, tratados
com o inibidor do NLRP3 [1ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagdo do
inflamassoma sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pés-teste foi
realizado utilizando teste de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos
foram realizados em triplicada e duas repeticoes.
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Figura 5. Avaliacdo do efeito do extrato bruto etandlico da Piper tuberculatum Jacq
e do inibidor da Caspase-1 na producédo da IL-1B. Macréfagos derivados de mondcitos
da linhagem THP-1 foram tratados com o extrato bruto etandlico [10 ug/ml], e, ou, tratados
com o inibidor da Caspase-1 [10 ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagdo do
inflamassoma sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pdOs-teste foi
realizado utilizando teste de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos
foram realizados em triplicada e duas repeticdes.

22



23

4.1.2.Avaliacao do efeito da fracdo acetato de etila da Piper tuberculatum Jacq
na producédo da IL-1B.

Para analisarmos o efeito da FACOEt na producao da IL-1B as células foram
tratadas com a fracdo acetato da Piper tuberculatum [1 pg/ml] ou inibidores por 1
hora, seguido do protocolo de ativacdo do inflamassoma com a utilizacdo de LPS
(10 ng/ml) e ATP (1 mM).

Observamos diminuicdo significativa na producdo da IL-18 quando
comparamos as células tratadas com a fracdo acetato da P. tuberculatum em
relacdo ao controle positivo (LPS e ATP). Quando comparamos o controle positivo
com as amostras tratadas com os inibidores do TLR-4, NLRP3 e da Caspase-1

encontramos também significativa diminui¢cdo na producédo da IL-1B (Fig 6, 7 e 8).
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Figura 6. Avaliacdo do efeito da fracdo acetato da Piper tuberculatum Jacq e do
inibidor do TLR-4 na producdo da IL-1B. Macrofagos derivados de mondcitos da
linhagem THP-1 foram tratados com a fragdo acetato [1 ug/ml], e, ou, tratados com o
inibidor do TLR- 4 [1ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagao do inflamassoma
sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pés-teste foi realizado utilizando teste
de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos foram realizados em
triplicada e duas repeticoes.
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Figura 7.Avaliacdo do efeito da fracdo acetato da Piper tuberculatum Jacq e do
inibidor do NLRP3 na producdo da IL-1B. Macrofagos derivados de mondcitos da
linhagem THP-1 foram tratados com a fracao acetato[1 ug/ml], e, ou, tratados com o
inibidor do NLRP3 [1 ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagao do inflamassoma
sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pos-teste foi realizado utilizando teste
de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos foram realizados em
triplicada e duas repeticoes.
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Figura 8. Avaliacdo do efeito da fracdo acetato da Piper tuberculatum Jacq e do
inibidor da Caspase-1 na producédo da IL-1B. Macréfagos derivados de mondcitos da
linhagem THP-1 foram tratados com a fragdo acetato [1 pg/ml], e, ou, tratados com o
inibidor da Caspase-1 [10 pyg ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagdo do
inflamassoma sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pés-teste foi
realizado utilizando teste de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos
foram realizados em triplicada e duas repeticdes.

4.1.3. Avaliacdo do efeito da piplartina, substancia isolada da Piper
tuberculatum Jacq, na producéo da IL-1B.

As células foram tratadas com piplartina (0,5 ug/ml) ou inibidores por uma
hora, seguido do protocolo de ativacdo do inflamassoma com a utilizagcédo de LPS
(20 ng/ml) e ATP (1 mM).

Assim como na avaliagdo do EBEtOH e da FAcCEt da Piper tuberculatum
Jacq, as células tratadas com a piplartina apresentaram menor producéo de IL-13
em comparacdo ao controle positivo. Quando comparamos o controle positivo com
as amostras tratadas com os inibidores do TLR-4, NLRP3 e da caspase-1
encontramos também significativa diminuicdo na producdo da IL-1B (Fig.9, 10 e

11).
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Figura 9. Avaliagdo do efeito da piplartina, substancia isolada da Piper tuberculatum
Jacq, e do inibidor do TLR-4 na producdo da IL-1B8. Macréfagos derivados de
mondcitos da linhagem THP-1 foram tratados com a piplartina [0,5 pug/ml], e, ou, tratados
com o inibidor do TLR-4 [1 ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagdo do
inflamassoma sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o poés-teste foi
realizado utilizando teste de Dunnet(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos
foram realizados em triplicada e duas repeticoes.
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Figura 10. Avaliacdo do efeito da piplartina, substancia isolada da Piper
tuberculatum Jacq, e do inibidor do NLRP3 na producédo da IL-1B8. Macrofagos
derivados de mondcitos da linhagem THP-1 foram tratados com a piplartina [0,5 pg/ml], e,
ou, tratados com o inibidor do NLRP3 [1 pg ] por 1 hora e seguido do protocolo de
ativacdo do inflamassoma sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A analise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o
pés-teste foi realizado utilizando teste de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os
experimentos foram realizados em triplicada e duas repeticoes.
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Figura 11. Avaliacdo do efeito da piplartina, substancia isolada da Piper
tuberculatum Jacq na producdo da IL-1B. Macrofagos derivados de mondcitos da
linhagem THP-1 foram tratados com a piplartina [0,5 pg/ml], e, ou, tratados com o inibidor
da Caspase-1 [10 ug ] por 1 hora e seguido do protocolo de ativagdo do inflamassoma
sendo desafiados com LPS e ATP por 3 horas. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA para amostras dependentes (valor de p) e o pos-teste foi realizado utilizando teste
de Dunnet (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Os experimentos foram realizados em
triplicada e com duas repeticoes.
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4.2. DISCUSSAO

A ativacdo do inflamassoma é um dos mecanismos de maturacdo e
liberacdo da IL-1 B e a sua desregulacdo aparece como um mecanismo
imunologico importante que esta envolvido na patogénese de varias doencas,
entre elas, doencas inflamatdrias, pulmonares e infecciosas. No contexto das
infeccdes fungicas, podemos destacar os estudos experimentais que associaram o
inflamassoma como um mecanismo de protecdo do hospedeiro frente a infeccéo
pelo Paracoccidioides brasiliensis (Tavares et al., 2013; Ferioti et al., 2015;
Ketelut-Carneiro et al., 2015). Recentemente nosso grupo publicou um trabalho
em que, diferentemente dos resultados vistos nos estudos experimentais, tivemos
resultados que nos forneceram uma compreensado além dos processos iniciais da
interacdo fungos-células humanas e incluiu varios aspectos da complexidade da
PCM observada em pacientes, como o uso do tabaco, fibrose pulmonar e
cronicidade da inflamacdo durante e apds o tratamento. Pela primeira vez,
demonstramos que mondcitos de pacientes com CF-PCM estavam associados a
expressdo aumentada de componentes do NLRP3-inflamassoma (Amorim et al.,
2020).

O modelo de ativagdo do inflamassoma, consiste em duas etapas. Na
primeira, chamada de priming, acontece o reconhecimento de um padrdo
molecular associado a patdégenos (PAMP) por receptores de reconhecimento
padrdo, como TLR, que induz a expresséo génica do receptor NLRP3, pro-IL-1B e
pro-IL-18 via NF-kB. A segunda etapa consiste em um sinal que ira estimular a
organizacdo da estrutura do inflamassoma e posterior ativacéo da caspase-1, que
€ a responsavel por clivar a pré IL-1p e pro IL-18 nas suas formas ativas (Martinon,

2009). Partindo deste conhecimento, utilizamos para nosso trabalho o modelo de
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ativacdo do NLRP3-inflamassoma que consiste na utilizacdo do lipopolissacarideo
(LPS) (ativacao da primeira etapa) e do ATP (segunda etapa) e com isso pudemos
avaliar a performance das substancias bioativas testadas. Nossos resultados
mostraram uma diminuicdo na producao da citocina IL-1B3, quando comparadas
com 0 nosso controle de ativacdo do inflamassoma., demonstrando assim uma
possivel modulacdo na ativacdo do inflamassoma pelo extrato bruto, fracdo
acetato e a piplartina, todos provenientes da espécie Piper tuberculatum. Para
elucidarmos os possiveis mecanismos utilizados por essas substancias, utilizamos
também, inibidores de estruturas relacionadas diretamente na ativacdo do NLRP3-
inflamassoma, como o receptor NLRP3, a caspase-1 e o receptor de
reconhecimento padrdo TLR-4, que é responsavel pelo reconhecimento do LPS.
Quando comparamos as células tratadas com as substancias bioativas e as
células tratadas apenas com o0s inibidores ndo encontramos diferencas
significativas na producéo da IL-1p.

Embora na literatura os trabalhos sobre o tema sejam escassos,
observamos que a inibicdo da via do fator nuclear kappa B (NF-kB) pode ser uma
das estratégias utilizadas por algumas substéncias bioativas. Em 2013, Xiaozhou
e colaboradores concluiram que a piperina, alcaloide extraido da Piper nigrum,
inibiu a producéo da IL-1(3 através da downregulation do NF-kB em condrdcitos na
osteoartrite. Ja em 2019, Wohn-Jenn Leu e colaboradores verificaram que extratos
brutos da espécie Plectranthus amboinicus inibiram a maturacéo e a liberacdo da
IL-1B através da inibigdo também do NF-kB.

Considerando que encontramos atuacdo similar quando comparamos 0s
efeitos do extrato bruto, da fracdo acetato e da Piplartina, nossos resultados

sugerem que a piplartina seja um dos metabdlitos responsaveis por essa
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modulacdo. N&do temos até o momento na literatura, artigos que associem a

piplartina e a modulacéo do inflamassoma.

Uma das limitagdes do trabalho, foi ndo termos concluido os ensaios de
Western Blotting. Na sequencia faremos as analises, e assim esperamos além da
confirmacéo da inibicdo, um maior entendimento sobre 0os mecanismos de atuacao
das substancias bioativas.

Em relagdo a modulagéo do inflamassoma, nossos resultados se mostraram
promissores e demostraram uma possivel atuacdo da piplartina na inibicdo da
ativacdo do inflamassoma e por consequéncia inibindo também a producéo IL-1 j3,
uma citocinas ja conhecida por seu envolvimento na patogénese de varias doencas

(Guo et al., 2015; Schett et al., 2016).
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5. CAPITULO Il

“Influéncia das substancias bioativas de P. tuberculatum Jacg. na

polarizacdo dos Macréfagos M1”

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos a partir das analises,
por imunofenotipagem, da influéncia das substancias bioativas de Piper

tuberculatum Jacq.na polarizacdo de macrofagos M1.

5.1 RESULTADOS

5.1.1. Macrofagos derivados de monadcitos da linhagem THP-1 exibem aumento
da expressdo de CD80 na presenca de IFN-y recombinante e

lipopolissacarideo.

Para os ensaios de avaliacdo da influéncia das substancias bioativas no
cenario pré6 e anti-inflamatério, iniciamos a padronizacdo da diferenciacéo
macrofagica de mondcitos da linhagem THP-1 em macréfagos. Verificamos que na
presenca de PMA 20 ng/ml (para M1) durante 48 horas houve diferenciacdo dos
monaocitos em macréfagos, sendo possivel visualizar a aderéncia das células por

toda a superficie da placa de teste.

Em seguida, iniciamos a padronizacdo da polarizacdo macrofagica em M1
(pro-inflamatorio). Apés varios ajustes de concentracdo de citocinas recombinantes e
tempo de incubacdo, realizamos com sucesso a polarizagdo de mondcitos da

linhagem THP-1 em macroéfagos de perfil M1 (Figura 12). Foi possivel observar que
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a incubacdo com 30 ng/ml de IFN-y recombinante e 100 ng/ml de LPS durante 3
dias, gerou um aumento significativo da expressao de CD80, receptor caracteristico

de macroéfagos de perfil M1 (Stossi et al, 2012; Genin et al, 2015; Shiratori, 2017).
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Figura 12. Expressédo de moléculas de superficie de macréfagos MO, M1 e M2. Células
da linhagem THP-1 foram incubadas com PMA por 48 horas e posteriormente foram
estimuladas com RPMI +10% SBF para MO (macréfagos néo polarizados); 30 ng/ml de IFN-
y + 100 ng/ml de LPS para polarizagdo em M1. Apds 3 dias de incubagdo com as citocinas
recombinantes, as células foram submetidas ao ensaio de citometria de fluxo. Resultados
expressos em média + erro padrdo da média. Teste ANOVA, com pés teste de Tukey (* p <
0.05, ** p < 0.01, *** p< 0.001; n =3).

5.2.2. Extrato bruto de Piper tuberculatum induz aumento da porcentagem de
macréfagos M1 que expressam CD163, TLR4, CD40 e HLA-DR.

Visando avaliar os possiveis efeitos das substancias bioativas em células
previamente ativadas para o estado pré-inflamatério, incubamos macrofagos
polarizados em M1 na presenca do EBEtOH de P. tuberculatum, FACOEt e piplartina
- uma substancia isolada dessa espécie e rutina - uma substancia isolada utilizada
comercialmente.

Apbs 24 horas de incubacdo com o EBEtOH, observamos aumento da
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porcentagem de células positivas para CD163, TLR4, CD40 e HLA-DR em relacéo
ao total de macrofagos M1 CD14* da cultura controle (CC) (Figura 13).

Além disso, foi possivel observar diminuicdo da porcentagem de células que
expressam CD40 quando incubadas com rutina em relacdo ao total de macrofagos

M1 CD14* da cultura controle (CC) (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo de moléculas de superficie em macréfagos M1. Macr6fagos foram estimulados durante 24 horas com substancia
bioativas vegetais. Resultados da citometria de fluxo expressos em média + erro padrdo da média. Teste ANOVA, com pés teste de Dunnet (* p
< 0.05, ** p < 0.01,*** p< 0.001; n = 3; CC = Cultura Controle; EBEtOH= Extrato Bruto; FACOEt = Fracdo acetato).
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5.1.3.Substancias bioativas de Piper tuberculatum alteram a expressédo de
moléculas de superficie de macréfagos M1.

Posteriormente, avaliamos a intensidade de fluorescéncia das diferentes
moléculas de superficie propostas. Verificamos que apos as células serem
estimuladas com EBEtOH, FACOEt e piplartina por 24 horas, macrofagos M1l
apresentam um aumento da expressdo de moléculas de superficie chave do
processo inflamatorio. Foi possivel observar que o EBEtOH induz aumento da
expressdo de CD163 e TLR4 em relacdo aos macréfagos M1 da cultura controle
(ndo estimulados). Enquanto que a FACOEt por sua vez, induziu aumento da
expressdo de CD86 e HLA-DR e diminuicao da expressao de CD206, em relacdo a
cultura controle. Ao submetermos as células a piplartina verificamos que esta induziu
aumento significativo de TLR2 e TLR4, enquanto que a rutina induziu somente o
aumento na expressao de CD40 (Figura 14).

Os histogramas de contagem e expressdao dos receptores estao

representados na figura 15, 16 e 17.
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Figura 14. Expressao de moléculas de superficie de macréfagos M1. Macréfagos foram estimulados durante 24 horas com substancias
bioativas vegetais. Resultados expressos em média + erro padrdo da média. Teste ANOVA, com pos teste de Dunnet (* p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p< 0.001; n = 3; CC = Cultura Controle; EBEtOH= Extrato Bruto; FACOEt = Fracao acetato).
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Figura 15. Histogramas representativos da expressao das moléculas de superficie de macréfagos M1 estimulados com substancias bioativas.
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5.2. DISCUSSAO
Em nossos resultados de tratamento de macréfagos M1 com os extratos,
verificamos que EBEtOh de P. tuberculatum aumentou a porcentagem de células
que expressam CD163, TLR4, CD40 e HLA-DR quando comparadas com a cultura
controle. Além disso, o extrato promoveu o aumento da intensidade de expresséo
das moléculas CD163 e TLR4. Esses resultados em conjunto, sugerem que 0O
EBEtOh em macréfagos M1 proporcionou um aumento da capacidade de
reconhecimento de patdgenos, aumentando a expressdo de moléculas chave
envolvidas no reconhecimento de patégenos e desenvolvimento da respostaimune.

Apesar de a CD163 ser um dos principais marcadores da ativacdo alternativa
macrofagica para M2 (Etzerodt e Moestrup, 2013) e com importante papel na resposta
anti-inflamatoria, este receptor assim como os receptores TLRs, pode estar envolvido o
reconhecimento de certos patégenos. Como por exemplo, na resposta contra o
Staphylococcus aureus, que acaba se ligando a CD163 soluvel via peptideos de
fibronectina, causando o reconhecimento, fagocitose e morte da bactéria pelos
macrofagos (Kneidl et al., 2012). Além disso, a CD163 pode representar um
interessante alvo terapéutico, uma vez que quando conjugada a drogas anti-
inflamatérias, como dexametosona, promove uma eficacia 50 vezes maior do que
somente a droga, devido sua capacidade de mediar a endocitose e transporte da droga

para dentro da célula (Graversen et al., 2012).
Quando avaliamos os efeitos da FACOEt de P. tuberculatum verificamos que
0 extrato aumentou a intensidade de expressao de CD86 e HLA-DR, e diminuiu a
expressdo de CD206, comparada com a cultura controle. A CD86 é uma molécula
co-estimulatdria expressa em células apresentadoras de antigenos que fornece

sinais necessarios para a ativagéo de linfécitos T. O aumento de expresséao tanto do
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CD86 como de HLA-DR é interessante, uma vez que as duas moléculas sao
importantes para a ativacdo completa dos linfocitos T, de modo que na auséncia de
sinais co-estimulatérios os linfocitos podem ficar anérgicos (Takizawa et al,. 2007).
Além disso, a diminuicdo na expressao de marcadores especificos de M2 como o
CD206 reforca a modulacdo da resposta macrofagica para o perfil pré-inflamatorio.

A grande diversidade de classes e compostos quimicos encontrados na P.
tuberculatum, vem se destacando no cenario cientifico. Dentre estes compostos,
destacam-se a amida piplartina. Em nossos resultados, a presenca da piplartina
gerou aumento da expressdo de TLR2 e TLR4 em macrofagos M1 quando
comparados com a cultura controle. Os receptores TLRs estdo diretamente
relacionados a imunidade inata e adaptativa por possuir a capacidade de reconhecer
padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPS) e desencadear o inicio da
resposta imune (Savva e Roger, 2013). O TLR2, por exemplo, em associagdo com
TLR1 e 6 é capaz de detectar uma variedade de produtos microbianos como
lipopeptideos, lipoproteinas, peptideoglicano, [B-glucana, e outros compostos
presentes em fungos, bactérias, micobactérias, parasitas e virus ( Savva e Roger,
2013; Oliveira et al., 2019). J4 o TLR4 é capaz de reconhecer o LPS presente na
membrana de bactérias Gram negativas (Kuzmich et al, 2017). Corroborando com
nossos dados, na literatura ha trabalhos que evidenciam o papel da piplartina contra
parasitas (Rapado et al, 2013; Moraes et al., 2011) e fungos (Navickiene et al., 2000,
2003; Vasques et al.,, 2002; Bezerra et al). Dessa forma, reforcando seu papel na
ativacado da resposta imune contra patdogenos.

Como controle de agédo anti-inflamatodria, utilizamos a rutina em macréfagos
M1. A rutina € um flavonéide intensamente estudado por se tratar de um composto
alvo para a industria farmacéutica. (Pedriali, 2005). Ela pode ser encontrada em

diversos alimentos como cebola, uva, trigo serraceno, feijao vermelho, macas,
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tomates e bebidas como vinho tinto e cha preto (Becho et al., 2009). No Brasil, a
rutina € extraida e comercializada a partir de frutos de Dimophandra mollis Benth,
espécie arborea, pertencente a familia Caesalpinaceae, encontrada nos estados de
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Sdo Paulo, e na
Caatinga Nordestina (Chaves e Usberti, 2003; Becho et al., 2009). Na literatura,
estudos discutem o potencial da rutina em suprimir a imunidade celular (Middleton et
al., 2000; Han. 2009) e apresentar atividade anti-inflamatoria (Guardia et al., 2001) e
anti-microbiana (Pereira et al., 2007).

Em nossos resultados observamos que macréfagos M1 quando estimulados
com rutina apresentaram diminui¢cdo da porcentagem de células CD40*, porém, as que
apresentavam o0 receptor exibiram aumento da intensidade de expressao quando
comparada a cultura controle. A CD40 € uma molécula transmembrana, expressa em
macréfagos, linfécitos T, plaquetas, células endoteliais e células musculares lisas
(Francisco, 2006 ; Volp et al, 2008) e considerada um marcador inflamatério.
Acreditamos que a rutina em nossos experimentos modulou a expressdo de CD40 nos
macréfagos previamente estimulados para perfil pro-inflamatério, diminuindo a
porcentagem de células que expressavam a molécula, o que poderia ser um indicio de
uma regulacéo da resposta imune, evitando uma resposta proé-inflamatéria exacerbada.
Porém, ao mesmo tempo, aumentou a expressao de CD40 na porcentagem restante de
células que ainda apresentavam a molécula, ndo inibindo o desencadeamento da
resposta imune.

Em relacdo a modulacdo dos macréfagos M1, nossos resultados se mostraram
promissores e demostraram uma possivel atuacdo das substancias bioativas no
aumento de moléculas importantes no reconhecimento de patdégenos e

desenvolvimento da resposta imune, como CD40, e TLR-2 e 4.
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6. CONCLUSAO:

Em conjunto, nossos resultados evidenciaram o potencial imunomodulador
das substancias bioativas provenientes da Piper tuberculatum, com um destaque
para a substancia isolada, Piplartina, seja na modulacao do inflamassoma, inibindo
a producédo da IL-1B ou na modulagcéo dos macréfagos M1, aumentando a expressao
de moléculas importantes no reconhecimento de patégenos e desenvolvimento da

resposta imune, como CDA40, e TLR-2 e TLR-4.
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