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RESUMO

Os corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas essenciais nas células,
desempenhando mudltiplas fungbes. Além de contribuirem para a sintese de
eicosanoides, essas estruturas servem como locais de alocacdo para diversas
enzimas, fatores de crescimento, GTPases, enzimas envolvidas no metabolismo
lipidico e proteinas quinases. Sua multifuncionalidade os torna extremamente
relevantes na sinalizagdo celular, na regulagdo do metabolismo lipidico e no controle
da producdo de mediadores inflamatorios. Assim, a regulacdo da atividade dos
corpusculos lipidicos pode ser estratégica para o controle de processos inflamatorios
e infecciosos. Os bioflavonoides sdo fitoquimicos que, ao longo dos anos, tém
demonstrado propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antialérgicas e
antitumorais. Neste estudo, investigamos se os bioflavonoides rutina e quercetina
inibem a producéo de prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4 (LTB4) por meio da
regulacao dos corpusculos lipidicos em macrofagos ativados com lipopolissacarideo
bacteriano (LPS). Para isso, realizamos a quantificacdo dos corpusculos lipidicos por
microscopia Gtica e citometria de fluxo, e a dosagem dos eicosanoides por ensaio de
competicdo por ELISA. Os resultados indicam que os bioflavonoides investigados
reduzem a producdo de CLs, tendo a quercetina apresentado uma diminuicao
significativa. Quanto a producdo de eicosanoides, ambos os tratamentos resultaram
em menor producdo de PGE2 e LTB4. Notavelmente, a rutina demonstrou maiores
reducdes. Concluimos que a atividade anti-inflamatoéria desses bioflavonoides parece
estar relacionada aos corpusculos lipidicos, especialmente no tratamento com

quercetina.
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ABSTRACT

Lipid bodies (LCs) are essential organelles in cells, performing multiple
functions. In addition to contributing to the synthesis of eicosanoids, these structures
serve as allocation sites for several enzymes, growth factors, GTPases, enzymes
involved in lipid metabolism and protein kinases. Their multifunctionality makes them
extremely relevant in cell signaling, regulating lipid metabolism and controlling the
production of inflammatory mediators. Thus, regulating the activity of lipid bodies can
be strategic for controlling inflammatory and infectious processes. Bioflavonoids are
phytochemicals that, over the years, have demonstrated antioxidant, anti-
inflammatory, anti-allergic and anti-tumor properties. In this study, we investigated
whether the bioflavonoids rutin and quercetin inhibit the production of prostaglandin E2
(PGE2) and leukotriene B4 (LTB4) through the regulation of lipid bodies in
macrophages activated with bacterial lipopolysaccharide (LPS). To this end, we
quantified lipid bodies by optical microscopy and flow cytometry, and measured
eicosanoids by competition assay by ELISA. The results indicate that the bioflavonoids
investigated reduce the production of CLs, with quercetin showing a significant
decrease. Regarding eicosanoid production, both treatments resulted in lower
production of PGE2 and LTB4. Notably, the routine demonstrated greater reductions.
We conclude that the anti-inflammatory activity of these bioflavonoids appears to be

related to lipid bodies, especially in quercetin treatment.

Keywords: lipid bodies, eicosanoids, bioflavonoids.
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1.INTRODUCAO

Os CLs sado organelas citoplasmaticas que desempenham a funcdo de
armazenamento de energia em adipOcitos e outros tipos celulares. Além disso, essas
organelas atuam como locais de sintese de mediadores lipidicos inflamatorios, como
prostaglandinas e leucotrienos, contribuindo para a ativacdo inflamatéria de células
do sistema imunologico (Bozza et al., 2010).

Os eicosanoides, moléculas derivadas do metabolismo do acido araquidonico,
controlam processos de ativacdo, migracdo, proliferagédo e morte celular (Kumar et
al.,2018). Portanto, a regulacao da atividade dos corpusculos lipidicos pode ser uma
estratégia eficaz para controlar processos inflamatérios e infecciosos.

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEsS) tém a capacidade de inibir os
corpusculos lipidicos. No entanto, quando usados por um periodo prolongado, podem
causar efeitos adversos, como reacdes de hipersensibilidade, danos ao trato
gastrointestinal e efeitos cardiovasculares (Grosser e cols., 2006). Por outro lado, os
flavonoides, compostos polifendlicos naturais encontrados em varios vegetais,
possuem atividades anti-inflamatdrias, antioxidantes, antialérgicas e antimicrobianas.
Essas moléculas podem interferir na resposta inflamatéria por meio da NFKB,
proteinas STATS e PI3K, regulando indiretamente a inflamacdo e controlando, por
exemplo, a producédo de espécies reativas de oxigénio (Gonzales-Mosquera et al.,
2018; Hanakova et al., 2017).

Embora seja conhecido que os flavonoides reduzem a producdo de
eicosanoides ao interferir na atividade da ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX),
pouco se sabe sobre a regulacédo dessas substancias na producéo de CLs. Com isso,
avaliamos o papel desses compostos na regulacédo da resposta inflamatéria mediada
por essa via, sugerindo uma possivel alternativa ao uso de anti-inflamatorios nao

esteroidais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisiopatologia da Inflamacgéo

Ainflamacéo é, fundamentalmente, um mecanismo de defesa cujo objetivo final
€ a eliminacdo da causa inicial da leséo celular e das consequéncias dessa leséo
(Kumar et al., 2005). Trata-se de um processo essencial para a sobrevivéncia dos
organismos, uma resposta protetora que permite a reparacdo do tecido lesionado,
necrotico ou invadido por microrganismos, restaurando-o ao seu estado original. Essa
€ uma reacdo complexa que envolve principalmente a presenca de leucocitos e
proteinas plasmaticas nos vasos sanguineos, que sdo recrutados para locais
extravasculares. A resposta inflamatoria é iniciada quando fatores solGveis séo
produzidos em resposta a estimulos inflamatérios, sejam eles causados por
microrganismos ou células necréticas. Isso permite reacdes vasculares e a producao
de mediadores inflamatérios que amplificam essa resposta e determinam seu padrao
(Kumar et al., 2018).

Durante a inflamacéo, os vasos sanguineos se dilatam e se tornam permeaveis
a fluidos e proteinas. Células como mondcitos e linfécitos sdo atraidas para o local da
lesé@o ou infeccéo por um gradiente quimico conhecido como quimiotaxia. As reacdes
inflamatoérias sdo desencadeadas por diversos estimulos que sdo reconhecidos por
receptores localizados na membrana plasméatica e nos endossomos (Kumar et al.,
2018). Os mais importantes sdo os receptores do tipo Toll-like (TLRs), que
reconhecem patégenos como bactérias, fungos e virus. Os mamiferos produzem pelo
menos 10 TLRs diferentes, cada um especifico para um ligante. Quando o patégeno
€ reconhecido, esses receptores ativam fatores de transcricdo, como NF-KB, e
estimulam a producdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios. Entre essas
moléculas estdo os sinalizadores lipidicos, como prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos, e as moléculas sinalizadoras proteicas chamadas citocinas. As citocinas
pro-inflamatérias mais importantes sdo o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), o
interferon-y (IFN-y), as quimiocinas, que sdo responsaveis por recrutar leucocitos, e
as interleucinas (ILs), incluindo IL-1, IL-6, IL-12 e IL-17 (Alberts et al., 2017).

ApoOs a ativacao leucocitaria e a migracdo dessas ceélulas para o local da
inflamacéo, leucocitos como neutrofilos e macréfagos se ligam e ingerem
microorganismos patogénicos e células mortas por meio da fagocitose (Abbas et al.,

2022). Nesse processo, as particulas ingeridas sao degradadas no fagolisossomo por
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meio de substancias microbicidas. As espécies reativas de oxigénio (ROS) e as
enzimas lisossdbmicas sao as substancias mais importantes nesse processo.

As ROS séo capazes de destruir microbios e células necréticas aumentando a
expressdo de moléculas de adeséo, citocinas, quimiocinas, e amplificando a cascata
inflamatoria. As espécies reativas de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), atuam de
maneira semelhante as ROS. O NO é um radical livre que, ao reagir com O2, forma
um composto altamente reativo (peroxinitrito) que participa da lesdo celular. Os

macréfagos utilizam o NO como metabdlito citotoxico (Kumar et al., 2018).

2.2 Mediadores inflamatorios

Os mediadores inflamatérios, como os eicosanoides, sao provenientes do
metabolismo do acido araquiddnico (AA), um acido graxo insaturado que compde 0s
fosfolipidios da membrana celular (Figura 1). Eles influenciam intrinsecamente o
processo inflamatoério, mediando cada etapa da inflamacéo, como ativacao, migracéo,
proliferacdo e morte celular. Por essa razdo, esses sinais sao os principais fatores na
homeostase tecidual, defesa do hospedeiro e cancer (Bozza et al., 2011; Melo et al.,
2012). Eles séao sintetizados nos locais da resposta inflamatoéria e sao intensificados
por mecanismos induziveis, como citocinas e estimulos pro-inflamatorios. A liberacéao
do AA ocorre por meio das fosfolipases, enzimas presentes nos fosfolipidios que
hidrolisam ligacdes éster. A partir disso, duas vias enziméticas estimulam a sintese
de prostaglandinas e tromboxanos (via COX) e leucotrienos e lipoxinas (via LOX)
(Zanini et al., 2018).

A ciclooxigenase (COX) é a enzima-chave que catalisa a conversdo do &cido
araquidénico (AA) em prostaglandinas e tromboxanos. Existem dois tipos de
ciclooxigenase: a COX-1, que esta presente em todos os tecidos e produz
prostaglandinas envolvidas em processos fisiolégicos como a protecdo do epitélio
gastrico, a manutencao do fluxo renal e a agregacao plaquetéaria através da producao
de tromboxanos; e a COX-2, uma isoforma induzivel liberada em resposta a estimulos
inflamato6rios como citocinas (TNF-a), interleucina, fatores de crescimento e outros
mediadores (Gonzalez-Mosquera et al., 2018; Handkova et al., 2017). Por essa razao,
foram desenvolvidos farmacos que inibem a COX-2 com o objetivo de inibir a
inflamacdo sem bloquear os efeitos protetores das prostaglandinas. Contudo, a
inibicdo da COX-2 aumenta o0s riscos de doengas cardiovasculares e

cerebrovasculares (Kumar et al., 2018).
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A via da ciclooxigenase (COX) gera as prostaglandinas E2 (PGE2), PGD2,
PGF2a, PGI2 (prostaciclina) e tromboxano A2 (TXA2) (KUMAR et al.,2018). A PGE2
atua como mediador de sinalizacéo lipidica, € extremamente versatil e pode influenciar
varios fendmenos que determinam o carater inflamatorio (Bhattacharjee et al., 2016).
Ela pode prejudicar a capacidade microbicida do macrofago e, ao inibir as citocinas
Th1l, induz uma tendéncia Th2 em células T. A inibicdo de Thl demonstrou prevenir
danos teciduais causados pelo processo inflamatério na doencga gastroduodenal e na
inflamacéo hepética (Bhattacharjee et al., 2016). Os leucotrienos, por outro lado, séo
produzidos pela via LOX, gerando LTA4, que origina o LTB4 (produzidos por
neutroéfilos e macréfagos), um agente quimiotatico, ou LTC4 e seus metabdlitos, LTD4
e LTE4, que causam vasoconstricdo, broncoespasmo e aumento da permeabilidade
vascular (Kumar et al.,2018). A via da 5-LOX resulta na sintese dos LTs, que
desempenham um papel importante no desenvolvimento e na persisténcia da
resposta inflamatéria durante a infeccdo de macréfagos. O LTB4 mostrou ser
dependente da producao de NO, controlando a morte, a desgranulacao e a producao
de ROS de L. amazonensis. Portanto, os LTs sdo essenciais para eventos iniciais da
cascata, ativando mediadores cruciais no controle inflamatorio (Tavares et al., 2014).
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"

(_ Fosfolipases D
S s
o~ COOH
N e CHy
1 Qutras
Inibidores ACIDO ARAQUIDGNICO ] — HPETEs HETEs
de COX-1 e COX-2, 1 ¥
aspirina, - ] o LR
indometacina '\{'A g p— e " = 4
inibem {_Cicloxigenase ‘_E-Llponqenra?g_‘)
Prostaglandina Gz (PGG;) l— 5-HPETE =—————>» 5-HETE
Prostaglandina H; {(PGH2) & VI 2-Lipoxigenas€:} Qumlolaxua @ ~~
P l o T Ll Leucotneno Ag (LT A —» Leuoolneno By

PGl A TX Az ¢ "

o Leucotrieno Cy(LT Cy) |

oy Causa Causa p— Broncoespasmo !

¢ iGa Aumento
. inibe a agregaca P gregaca Leucomeno D¢ (LT Da) da permeabi-
laquetdria plaguetaria C aode lidade vascular
4 - i Leucouleno Eu(LTEq)

Lipoxina Lipoxina

PGD2 PGE; Ay (LXAg) B, (LX Bs)
p ¢ Vasodilatagao, aumento Inibem adesao 3’70 oy, \
da permeabilidade e quimiotaxia *‘Z’ |
vascular de neutrdfilos

= -

Figura 1. Geracdo de metabdlitos do &cido araquiddnico e seus papéis na inflamacéo
(Robbins, patologia basica, 2013).
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2.3 Corpusculos Lipidicos

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas presentes nas células de bactérias,
leveduras, plantas e mamiferos (Figura 2). Eles sdo sintetizados pelo reticulo
endoplasmatico e possuem uma constituicdo lipidica e proteica. Sdo cercados por
uma monocamada de fosfolipidios e possuem proteinas de superficie especificas que
estéo relacionadas a sua biogénese e mobilizacdo (Bozza et al., 2010). Eles podem
exibir tamanhos variaveis dependendo de sua localizacéo e, apos serem secretados
pelo aparelho de Golgi, séo liberados e ficam livres no citosol (Murphy et al., 2001).
Inicialmente, acreditava-se que a funcdo dos CLs era apenas o armazenamento e
transporte de lipidios neutros. No entanto, atualmente sabe-se que os CLs séo
organelas com um sistema de regulacdo complexo, dinamico e funcionalmente ativo
em diferentes condi¢des patoldgicas (Bozza et al., 2009).

A formacao de CLs ocorre inicialmente com lipidios neutros como triglicerideos
e ésteres de colesterol que comecam a se acumular no reticulo endoplasmatico (RE)
da célula. Esses lipidios acumulados se unem para criar um nuacleo lipidico dentro do
RE. Posteriormente, proteinas especificas, denominadas proteinas de revestimento
de corpusculos lipidicos (PLINS), sdo convocadas para envolver este nucleo lipidico.
As PLINs auxiliam na estabilizacdo da estrutura do corpusculo lipidico. O nucleo
lipidico revestido aumenta de tamanho a medida que mais lipidios sdo adicionados.
Este crescimento continuo resulta na criacdo de um corpusculo lipidico maduro
(Pereira-Dutra et al., 2019).

Além disso, os CLs podem interagir com outras organelas celulares, como o
RE, as mitocéndrias e o complexo de Golgi. Essas interacbes permitem que 0s
corpusculos lipidicos desempenhem funcBes especificas em diferentes contextos
celulares. Por ultimo, a biogénese de CLs é regulada de maneira precisa por uma
variedade de fatores. Estes incluem hormdnios, nutrientes e sinais intracelulares. Esta
regulacdo garante a homeostase lipidica e a funcéo celular adequada. Portanto, a
formacéo e a funcdo dos CLs s&o processos dinamicos e altamente regulados para a

saude e a funcao celular (Pereira-Dutra et al., 2019).
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Figura 2. Macréfagos em lesdes ateroscleréticas (Hoeksema, 2012)

2.4 Funcéo dos corpusculos lipidicos

Os CLs atuam como dominios citoplasmaticos, participando da formacéao de
eicosanoides. Eles também funcionam como local de alocagéo de varias enzimas e
fatores de crescimento, GTPases, enzimas de metabolizagdo lipidica e proteinas
quinases. Por essa razdo, os CLs sdo extremamente importantes na sinalizacdo
celular, na regulacao do metabolismo lipidico e no controle da sintese de mediadores
inflamatoérios (Bozza e Cols et al., 2009). Estudos recentes mostraram que essas
organelas regulam a resposta inflamatéria em varios aspectos coordenando o
estresse celular. Foi demonstrado que a localizacdo da fosfolipase A2 (PLA2) na
superficie dos CLs apds estimulo com &cido oleico ocorre por meio da translocacéo
de enzimas pré-existentes do citoplasma para os CLs, onde participam da sintese de
PGE2 (Bozza et al., 2011). Os CLs compartimentalizam enzimas como COX e LOX,
ambas usando AA para iniciar a sintese de eicosanoides (Bozza et al., 2011). Além
disso, estoques de AA também foram localizados em CLs de leucdcitos. Portanto, o
aumento no nimero de CLs em processos inflamatérios estd associado a formacgéo
de mediadores inflamatorios (Bozza et al., 1996).

Na infec¢do por Mycobacterium bovis, foi demonstrado que a PGE2 derivada
dos CLs desempenha um papel na inibicdo da resposta inflamatoria, através da IL-10.
Na infec¢do por Trypanosoma cruzi, foi observado um aumento no tamanho e nimero

de CLs apos a infeccdo, e esse aumento foi acompanhado por um aumento na
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producdo de PGE2 e LTs, que desempenham um papel importante na patogénese da
doencga de Chagas (D’ avila et al., 2008). Quando os eosinofilos sdo estimulados com
PGEZ2, essas células respondem aumentando o niumero de CLs (Bozza et al., 2011).

Na infeccéo por diferentes espécies de Leishmania, o estimulo de macréfagos
com PGE2 induz um aumento na proliferagdo parasitaria, pois a PGE2 regula
negativamente a producédo de TNF-a e oxido nitrico (Figura 3). A producao de PGE2
€ induzida pelo préprio patdgeno, via TLR2 (Bhattacharjee et al., 2016). No entanto, a
producdo de LTB4 estd associada a ativacdo de NF-kB, a producdo de ROS e ao
controle da proliferacao parasitaria (Tavares et al., 2014).

Os CLs podem servir como plataformas para a replicacdo de patégenos e
defesa. Quando ocorre privacdo de nutrientes, os CLs passam por quebra (lipolise),
que comega com 0s membros associados ao CL da familia perilipinas PLIN2 e PLIN3
degradacdo mediada por chaperona autofagia, um tipo especifico de autofagia que
degrada seletivamente um subconjunto de proteinas citosolicas em lisossomos
(Walther et al., 2017).

Varias classes de medicamentos, como o acido acetilsalicilico (AAS) e os anti-
inflamatoérios néo esteroidais (AINES), produzem seus efeitos terapéuticos através do
bloqueio da sintese de eicosanoides (Vane e Bottin,, 1998). Portanto, a regulacéo
farmacoldgica da atividade dos CLs pode ser uma estratégia eficaz para regular os

processos envolvidos em doencas infecciosas ou inflamatdrias.
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Figura 3. "O papel dos CLs nas infec¢Bes bacterianas ". Apos a indugdo, as bactérias recrutam os CLs
para as proximidades dos endossomos contendo bactérias. A interacdo de CLs com fagossomas
contendo bactérias leva a liberacdo de contetdos de CLs, que servem como fonte nutricional para a
sobrevivéncia e proliferacdo de bactérias patogénicas. Além disso, os CLs também séo atores
importantes na imunidade inata. A interacdo patégeno-hospedeiro leva a biossintese e secrecdo de
mediadores inflamatérios, como PGE2, através das vias da COX-2 derivada do AA. A PGE2 pode
potencialmente inibir a resposta Thl, favorecendo assim a proliferacdo de patégenos. Em contraste
com os mecanismos de recrutamento de CLs para o beneficio do patégeno, os atores da imunidade
inata, como as histonas em Drosophila, estdo localizados na superficie do CL e podem atuar como
proteinas antibacterianas. Além disso, os CLs também s&o locais de producdo de LTB4, um
eicosanoide pré-inflamatério da via da lipoxigenase derivada de AA (5-LOX), associado a eliminagao
do patégeno (adaptado, Pereira-Dutra, 2019).

2.5 Vias de sinalizacao celular

A sintese de prostanoides, € um processo complexo que envolve varias etapas.
Inicialmente, o &cido araquidénico (AA) € liberado da membrana celular pela a¢do das
fosfolipases A2 (PLA2). O AA é entdo metabolizado pelas enzimas ciclooxigenase
(COX) e prostaglandina E sintase (PGES) para formar PGE2 (Bozza et al., 2011). Eles
sdo formados em resposta a varios estimulos, incluindo a ativacdo de vias de
sinalizacédo intracelular, como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), a proteina quinase
C (PKC) e as quinases reguladas por sinal extracelular (MAPKS). A ativacao das vias
de sinalizag&o intracelular PI3K, PKC e MAPKs pode levar a formagé&o de corpusculos

lipidicos e a liberacdo de AA, que é entdo metabolizado para formar eicosanoides.
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Portanto, a regulacdo dessas vias de sinalizagdo € crucial para a producdo de

eicosanoides e a regulacéo de processos biolégicos associados (Bozza et al., 2009).

2.6 Proteinas quinases C (PKC)

As enzimas da familia PKC sédo quinases que mediam a transduc¢éo de sinal
originada na superficie celular. A sinalizacdo envolvendo esta familia € iniciada pela
hidrolise de fosfolipidios de membrana, mediada por receptor (Newton, 2010). A PKC
modula diversos aspectos da fisiologia celular, incluindo angiogénese, motilidade
celular, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. A funcédo celular depende da
capacidade das células de montar respostas dinamicas a estimulos ambientais. Uma
parte critica desta resposta celular € a modulagéo rigorosa dos eventos de sinalizacéao
(Newton, 2009). A fosforilacdo € um mecanismo crucial para traduzir sinais ambientais
da membrana celular para o citoplasma. A fosforilagdo celular é controlada por
centenas de quinases e fosfatases. Funcdes celulares globais (como proliferacdo e
apoptose) e funcdes especializadas (como secre¢cdo hormonal) mantém a
homeostase através da fosforilacdo e desfosforilacdo de substratos de sinalizagcédo
(Mosior e Newton 1998)

Apoés a estimulacdo extracelular, o diacilglicerol (DAG) e o ion calcio (Ca2+)
gerados na membrana se ligam a PKC. A PKC entéo sofre translocacédo do citosol
para a membrana e subsequente ativacdo. Enzimas da familia PKC também
participam da biogénese de corpusculos. O PMA é capaz de induzir a formacao de
corpusculos lipidicos em neutroéfilos (Weller et al., 1991). O envolvimento da PKC na
formacao de corpusculos lipidicos também foi demonstrado com o uso de inibidores
dessa enzima, que reduzem significativamente a formacdo de corpusculos lipidicos

induzidos por PAF em eosindfilos e neutrofilos (Bozza et al., 1997)

2.7 Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)

Os anti-inflamatorios néo esteroidais (AINEs) comp&em um grupo diversificado
de medicamentos com propriedades analgésicas, anti-inflamatérias e antipiréticas.
Devido a essas caracteristicas, sdo amplamente utilizados no tratamento de dores
cronicas e agudas decorrentes de processos inflamatérios, atuando no alivio da febre,
dor e inflamacao. A acdo dos AINEs foi descrita pela primeira vez por Vane e Piper
em 1971, quando demonstraram que o acido acetilsalicilico e os AINEs inibem a

sintese das prostaglandinas (PGs), impedindo que o acido araquiddnico (AA) se ligue
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ao sitio ativo da enzima ciclooxigenase (COX) (Vane Jr, Botting RM, 1998). Eles séo
tipicamente divididos em grupos baseados em sua estrutura quimica e seletividade.
Alguns exemplos sao: acidos acetilados salicilatos (aspirina), acidos ndo acetilados
salicilatos (diflunisal e salsalato), acidos propiénicos (naproxeno e ibuprofeno), acidos
aceéticos (diclofenaco e indometacina), acidos endlicos (meloxicam e piroxicam),
acidos antranilicos (meclofenamato e acido mefenamico).

Tradicionalmente, os AINEs sédo classificados em inibidores de COX-2 e
agueles que inibem tanto COX-1 quanto COX-2. A busca por AINEs seletivos de COX-
2 intensificou-se devido a rapida inducdo de COX-2 em tecidos inflamados e células
infiltrantes. Enquanto COX-1 é uma isoforma expressa predominantemente nas
células epiteliais gastricas, sendo a principal fonte de PGs citoprotetoras, a inibicdo
da COX-1 é frequentemente responsavel pelos eventos adversos gastricos que
complicam o tratamento com AINEs. Isso fornece a justificativa para o
desenvolvimento de AINEs especificos para a inibicdo da COX-2 (Fitzgerald e
Patrono, 2001).

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais tradicionais inibem a COX de maneira ndo
seletiva, diminuindo a producdo de PGs. Assim, bloqueiam vérios eventos de
sinalizacao lipidica. J& os inibidores seletivos de COX-2 (coxibes) inibem a isoforma
gue é induzida pela inflamacédo (El-Malahaa et al., 2022). Dentro dessas classes, 0s
medicamentos apresentam substancias quimicas distintas, o que influencia nos
efeitos adversos que podem ser provocados. Existe ainda uma subclasse de
salicilatos com AAS, muito utilizada como quimioprofilaxia em problemas cerebrais por
se ligarem as plaquetas de forma irreversivel. No entanto, podem provocar
broncoconstricdo em pacientes com asma (Lima JC et al., 2021).

Além disso, os AINEs néo inibem as LOXs, 0 que causa um aumento na sintese
de LTs, através do desvio de substratos para as vias metabdlicas dessas enzimas
(Blanca-Lépez et al., 2009; Harirforoosh et al., 2013). Dessa forma, os LTs podem
contribuir para efeitos adversos associados aos AINEs, como efeitos gastrointestinais.
Estudos demonstraram que os inibidores da COX-2 podem causar varios riscos
cardiovasculares, como infarto do miocardio, acidente vascular enceféalico,
hipertenséo sistémica e pulmonar, insuficiéncia cardiaca congestiva e morte subita
cardiaca, através da supressdo das PGs derivadas da COX-2 que possuem efeito

cardioprotetor, principalmente a prostaciclina (PGI2) que atua atenuando os estimulos
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enddgenos para a ativagdo das plaquetas, a proliferacdo e a remodelagem dos vasos

sanguineos, a hipertenséo, a aterogénese e a funcao cardiaca (Grosser e Cols, 2006).

2.8 Bioflavonoides

Os bioflavonoides sdo compostos polifendlicos presentes em diversas espécies
vegetais, constituindo uma grande classe de metabdlitos vegetais distribuidos em
plantas alimenticias. Com mais de 6.000 espécies identificadas, os bioflavonoides séo
os fitoquimicos mais diversos, demonstrando efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios,
antialérgicos e antitumorais (Gonzalez-Mosquera et al., 2018; Hanakova et al., 2017).
Os metabdlitos formados no figado alcancam a circulagdo sanguinea e atingem
células-alvo, onde exercem diversas funcdes benéficas. A atividade anti-inflamatoria
dos flavonoides pode ocorrer por diferentes mecanismos. Por exemplo, as citocinas,
que sao produzidas e moduladas por diversos fatores, incluindo o estresse oxidativo,
estdo envolvidas na patogenicidade de diversas doencas inflamatérias agudas e
cronicas. Flavonoides de Boldoa purpurascens demonstraram inibir citocinas pré-
inflamatdrias como TNFa e IL-6 produzidas por macréfagos. Além disso, flavonoides
com grupos hidroxila C-3 e C-4, como a quercetina, possuem um maior efeito inibitorio
na liberagédo de TNFa do que flavonoides com um unico grupo OH no anel B. Essas
moléculas podem interferir com a atividade de quinases e fatores de transcricdo
envolvidos na resposta inflamatoria, como o NF-kB (fator nuclear kappa B). Durante a
inflamacédo, as células do sistema imune sdo ativadas ap0s o0 reconhecimento de
patdégenos por diferentes receptores. Esse evento desencadeia uma via de sinalizacéao
gue culmina na ativagcdo do NF-KB, uma das vias mais importantes envolvidas na
inflamacédo, e consequentemente na transcricdo de genes como iINOS e COX-2
(Gonzélez-Mosquera et al., 2018; Hanakova et al., 2017).

Os flavonoides sé&o conhecidos por interagirem com vias de transducao de sinal
intracelular, regulando genes relacionados a inflamagé&o. Muitos estudos demonstram
a capacidade dessas moléculas de inibir eventos importantes na inflamacgéo, como a
proteina ativadora-1 (AP-1), que € outro fator de transcricdo importante, pois é
regulada por MAPKSs. As quinases também regulam a via NF-KB, e é sabido que os
flavonoides inibem a fosforilacdo de todas as MAPKs (Hanakova et al., 2017). Através
do seu potencial redox, eles desencadeiam a ativacdo de outras vias de sinalizagao,
como a NRF2 (fator 2 relacionado ao eritréide 2), que leva a transcricdo de enzimas

antioxidantes, como a superoxido dismutase. Eles também interferem na atividade de
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STATSs (transdutores de sinal e ativadores de transcri¢cdo), PKC (proteina quinase C)
e PI3K (fosfoinositol 3 quinase) (Lolli et al.,, 2012; Yokoyama et al., 2015). Essas
substancias tém alto poder antioxidante, controlando a producéo de espécies reativas,
0 que, indiretamente, regula a inflamacgéao tecidual causada por dano celular (Chen et
al.,, 2019; LI et al., 2016). Além disso, os flavonoides podem controlar a atividade
efetora de células do sistema imune, como células dendriticas, macrofagos e
granuldécitos (Li et al., 2017; Weng et al., 2012; Weng et al., 2015), pois ja se sabe que
os flavonoides tém efeitos diretos e indiretos na atividade de COX-2 e LOX, diminuindo
a producéo de eicosanoides (Gonzalez-Mosquera et al., 2018; Hanakova et al., 2017).

A rutina € um bioflavonoide glicosideo derivado da quercetina, conhecido por
seu potencial anticancerigeno, anti-inflamatério (Figura 4), antiviral e antioxidante
(Khan et al., 2009, 2012). Estudos demonstraram que a rutina é capaz de diminuir de
forma significativa as ROS (Dhanya et al., 2014). Em estudos in vitro, ela apresentou

efeitos anti-inflamatérios por inibir o NO em neutréfilos (Nick et al., 2017).

Caminho TLR4-MyD88-TRAF6-NF-«B

IkBa Degradado

TNF-allL-18
IL-6/NO

O efeito regulador da rutina na inflamagao em células RAW264.7 induzidas por LPS

Figura 4. Efeito da rutina na via de sinalizacdo TLR4-MyD88-TRAF6-NF-kB induzida por LPS em
células RAW 264.7.

21



22

3. OBJETIVO GERAL

Determinar se os flavonoides rutina e quercetina inibem a producdo de
prostaglandinas através da regulacéo da sintese ou atividade de corpusculos lipidicos

(CLs) em macrofagos ativados.
3.1 Objetivos especificos
Avaliar a cinética de producdo de CLs em macréfagos estimulados por LPS e &cido

oleico na presenca de quercetina, rutina e indometacina;

Determinar o tamanho e localizac&o celular dos CLs em macréfagos estimulados por

LPS e &cido oleico na presenca de quercetina, rutina e indometacina;

Quantificar a producdo de prostaglandina E2 e leucotrieno B4 em macréfagos

estimulados por LPS e acido oleico na presenca de quercetina, rutina e indometacina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Diferenciac&o de macrofagos de medula 6ssea

Para obtencdo de macrofagos diferenciados da medula 6ssea (BMMo), foram
utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (# CEUA MACO047). Os camundongos
com até 8 semanas de idade foram eutanasiados com isoflurano e devidamente
higienizados com alcool 70% para retirada do fémur e da tibia. Com o auxilio de uma
tesoura e pinga, dentro da capela de fluxo laminar, todo o tecido muscular foi retirado
dos 0ssos, e apos desarticulacao, as epifises também foram removidas. Com auxilio
de uma seringa e agulha estéril contendo 10 mL de meio Dulbecco's Modified Eagle
(DMEM - Gibco™) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - GIBCO), 1%
de piruvato de sodio (SIGMA), 1% de L-glutamina (SIGMA), 1% de antibidtico
(penicilina 100 pl/mL e estreptomicina 100 ul/mL, SIGMA) e 50 uM B-mercaptoetanol,
o interior dos ossos foram lavados e o conteddo homogeneizado. Para diferenciagéo,
as células de medula éssea foram cultivadas em placas de Petri com meio DMEM no
volume de 10 mL (2x10s/mL de M®), contendo 20 ng/mL de M-CSF (Fator Estimulante
de Colbnia de Macrofagos - Peprotech) em estufa com atmosfera de 5% CO., a 37°C.
No quinto dia foi realizada a troca de metade do meio de cultura de cada placa para
suplementar a cultura com M-CSF fresco. Ap6s o periodo de 10 dias o meio foi
removido, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e incubadas a 4°C na
presenca de 5 mL de HBSS+EDTA, para remocdo dos macrofagos da placa. As
células foram lavadas 2 vezes através de centrifugacdo a 50g por 10 minutos, 4°C e
ressuspensas em DMEM completo.

4.2. Ativacao de macréfagos e tratamento com flavonoides

Os macrofagos cultivados em placas de cultura contendo meio DMEM
completo, a 37°C, 5% de CO2, foram ativados com lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) (SIGMA), na presenga de 25 pM de rutina (SIGMA), 10 uM de quercetina
(SIGMA) e 0,2 pg/mL de indometacina (SIGMA). A indometacina € um AINE que atua
inibindo a producéo de PGs, substancias responsaveis por causar inflamacéo e dor.
Por essa razao, foi utilizado como controle positivo da regulacédo de CLs. Além disso,
foi utilizado como controle positivo de ativacdo o tratamento com 100 uM de acido
oleico. O &cido oleico é um &cido graxo que desempenha um papel importante na
formacao dos CLs através da incorporacao de triglicerideos e fosfolipidios. Apos 24 e

48 horas de incubacéo as células e o sobrenadante da cultura foram processados
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para as andlises subsequentes.

4.3. Quantificacdo de corpusculos lipidicos por Citometria de fluxo

Para quantificagdo de CLs ativados e tratados, foram utilizados macrofagos
provenientes da diferenciacdo de células da medula 6ssea de camundongos C57BL/6.
O fluorocromo BODIPY 493/503 (BD) que emite fluorescéncia entre 500 nm a 650 nm
e é intensamente fluorescente e eficaz na avaliacdo de acidos graxos e fosfolipidios
foi utilizado como marcador dos CLs. Compativel com a excitacdo em laser de ions
de argbnio a 488 nm, o BODIPY 493/503 é especifico para corpusculos lipidicos,
permeando membranas celulares e colorindo seletivamente. O parametro de luz
utilizado foi 0 SSC para deteccédo da composicao celular, o parametro de fluorescéncia
foi o canal FL1 (530/30). O BODIPY foi diluido em PBS 1x (concentra¢do 1/1.000.000)
e incubado por 30 minutos a 37°C. Apés o periodo de incubacéo, as células foram

lavadas com PBS 1x gelado (500ul), centrifugadas e ressuspendidas em 500 pl.

4.4 Marcacao de corpusculos lipidicos com Oil Red O (ORO) para localizagéo
das organelas por microscopia 6tica

Em uma placa de 24 pocos foram colocadas laminulas redondas de 13 mms?
estéreis, e adicionados 150 ul de macréfagos provenientes da diferenciagcao de células
da medula éssea de camundongos C57BL/6, na concentracdo de 2x10¢/mL de M®.
Os macréfagos foram incubados em estufa a 34.C com 5% de CO., para a adesdo
celular nas laminulas. No dia seguinte, as células foram ativadas e tratadas como
descrito anteriormente, e apds o periodo de 6 horas foram coradas com Oil Red O.

Para coloragdo, os macrofagos foram lavados 2 vezes com PBS 1x e fixados
com 300pl de formalina 3,7% por 15 minutos. Depois, enxaguados 2 vezes com agua
destilada e incubados por 5 minutos com propilenoglicol puro. Cerca de 300 pl - 500
Ml de solugao de uso de Oil Red O foram utilizados para coloragao. Os macrofagos
foram incubados por 10 minutos a 60°C. Apos esse periodo, foram adicionados 500
pI de propilenoglicol a 85% durante 5 minutos. E por fim, as células foram lavadas 5
vezes com agua destilada. As laminulas foram montadas com uma gota de meio de
montagem Entellan. As laminas foram armazenadas a 20°C até o dia da andlise

microscopica (Melo et al., 2011).
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4.5 Dosagem da producéo de eicosanoides

A andlise foi realizada por meio do método ELISA de competicdo, que se baseia
na competicdo entre o antigeno da amostra dos antigenos adsorvidos na placa pela
ligagdo com anticorpos especificos anti- PGE2 e LTB4. Seis horas apds a ativacéo
dos macréfagos e tratamento com flavonoides, 50 pl do sobrenadante foram coletados
para a determinacdo da concentracdo de prostaglandina E2 e leucotrieno B4. Para
isso utilizamos kits de ELISA de competicdo (Elabscience), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Em resumo, adicionamos as amostras em uma microplaca
previamente adsorvida com LTB4 ou PGE2. Imediatamente apés, adicionamos
anticorpos biotinilados de deteccéo anti LTB4 ou PGE2 e incubamos a 37°C por 45
minutos. As placas foram lavadas 3 vezes em tampéao PBS contendo 1% de SDS e foi
adicionada estreptavidina conjugada a peroxidase para uma incubacao de 30 minutos
a 370C. Apbs a incubacédo o procedimento de lavagem foi repetido por 5 vezes e foi
adicionado o substrato tetrametil-benzidina (TMB). Apos incubacédo de 15 minutos a
370C, as placas foram levadas a um espectrofotdmetro e a leitura foi realizada no

comprimento de onda de 470nm.

4.6 Analise Estatistica

Os valores foram expressos como médias + SE. A significancia das diferencas
dos respectivos controles foi realizada por ANOVA seguido do teste Tukey para
comparacdes multiparamétricas. * P <0,05, **p<0,01, **p<0,001 serdo considerados

como indicador de diferencas significativas.
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5.RESULTADOS

5.1. Biogénese dos corpusculos lipidicos induzidos por LPS e Acido Oleico

Neste estudo, avaliamos a biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) em
macrofagos derivados da diferenciacdo da medula éssea de camundongos da
linhagem C57BL/6. A contagem de CLs foi realizada por microscopia optica apés um
estimulo inflamatério com &cido oleico e lipopolissacarideo (LPS). Além disso, os
macréfagos foram tratados com rutina, quercetina e indometacina durante um periodo
de 6 horas (Figura 5).

Os controles para producédo de CLs (acido oleico e LPS) demonstraram as
menores porcentagens de macrofagos que ndo continham CLs (Figura 6 e 7). O
controle positivo (4cido oleico) demonstrou 78% e 92% de macréfagos com CLs totais
(Figura 8 e 9), e 58% e 52% de macréfagos apresentaram mais de 10 CLs por célula.
Ja em relacdo a porcentagem de macréfagos com mais de 10 CLs por célula, o acido
oleico apresentou maior niumero de CLs, seguido pelo LPS (Figura 10 e 11). Os grupos
controle (DMEM), apresentaram 31% e 14%(Figura 12 e 13).

Na concentragao de 10 pg/mL, o LPS induziu a formagéo de CLs em 72% dos
macréfagos, enquanto na concentragdo de 100 pg/mL, a indugéao foi de 79% (Figura
8 € 9). No que diz respeito a proporcdo de macréfagos com mais de 10 CLs por célula,
a indugéo foi de 39% e 35%, respectivamente (Figura 12 e 13).

10 pm k4
' 10 pm

Figura 5. Macréfagos contendo corpusculos lipidicos corados com Oil Red O (ORO), com contra

coloracdo em Hematoxilina. As imagens A e B indicam macréfagos contendo mais de 10 CLs, e menos
de 10 CLs. Enquanto a imagem C indica macréfagos sem CLs.
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5.2 Regulacédo de corpusculos lipidicos por bioflavonoides

Para avaliacdo da regulacdo dos CLs, os macrofagos ativados com LPS foram
tratados com rutina, quercetina e indometacina pelo periodo de 6 horas.

A quercetina apresentou um maior numero de macrofagos sem a presenca de
CLs comparado ao grupo controle, ao acido oleico e ao LPS (Figura 6 e 7). E diminuiu
0 numero total de CLs em ambas concentracdes de LPS (Figura 8 e 9), sendo essa
diminuicao de 23% em relacédo a ativacdo com 10 ug/mL de LPS (Figura 8).

Nos experimentos realizados com 100 upg/mL de LPS ndo houveram
diminuicdes significativas no tratamento com rutina e quercetina, apenas
indometacina diminuiu 0 niumero de macrofagos com CLs totais (Figura 9).

Na porcentagem de macrofagos com mais de 10 CLs por célula néo
observamos diferencas significativas em relacdo ao controle da producédo de CLs
pelos bioflavonoides em ambas concentracdes de LPS (Figura 10 e 11).

Os resultados demonstraram diminuicdes significativas no numero de CLs em
macrofagos ativados com 10 pg/mL de LPS e tratados com quercetina e rutina (Figura
12).
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Figura 6- Porcentagem de macréfagos estimulados e tratados que ndo continham CLs. Os
macréfagos foram plaqueados na concentragdo 2x10%/mL de M® em placas de 24 pogos, estimulados
com acido oleico 100 uM e LPS 10 ug/mL, tratados com Rutina 25 pM, Quercetina 10 uM e
Indometacina 0,2 pg/mL. Apods o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O
para andlise por microscopia 6tica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca
de 300 células contadas por parametro. As comparacdes multiparamétricas foram realizadas por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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Figura 7- Porcentagem de macréfagos estimulados e tratados que ndo continham CLs. Os
macréfagos foram plaqueados na concentragdo 2x10%/mL de M® em placas de 24 pogos, estimulados
com &cido oleico e LPS 100 ug/mL, tratados com Rutina 25 uM, Quercetina 10 yM e Indometacina 0,2
pg/mL. Apés o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O para analise por
microscopia ética no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca de 300 células
contadas por parametro. As comparac¢des multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo
teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 8- Porcentagem de macrd6fagos estimulados e tratados que continham CLs. Os
macréfagos foram plaqueados na concentragdo 2x10%/mL de M® em placas de 24 pogos, estimulados
com acido oleico e LPS 10 ug/mL, tratados com Rutina 25 yM, Quercetina 10 yM e Indometacina 0,2
pg/mL. Apés o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O para analise por
microscopia 6tica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca de 300 células
contadas por parametro. As comparac¢des multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo

teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Figura 9- Porcentagem de macrd6fagos estimulados e tratados que continham CLs. Os
macréfagos foram plaqueados na concentragédo 2x10%/mL de M® em placas de 24 pogos, estimulados
com acido oleico e LPS 100 ug/mL, tratados com Rutina 25 uM, Quercetina 10 yM e Indometacina 0,2
pg/mL. Apéds o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O para analise por
microscopia ética no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca de 300 células
contadas por parametro. As compara¢des multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo
teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 10- Porcentagem de macréfagos estimulados e tratados com menos de 10 CLs por célula.
Os macréfagos foram plaqueados na concentracdo 2x10%mL de M® em placas de 24 pogos,
estimulados com acido oleico e LPS 10 uyg/mL, tratados com Rutina 25 yM, Quercetina 10 pM e
Indometacina 0,2 pg/mL. Apés o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O
para andlise por microscopia 6tica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca
de 300 células contadas por parametro. As comparacdes multiparamétricas foram realizadas por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01,

*p<0,001
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Figura 11- Porcentagem de macréfagos estimulados e tratados com menos de 10 CLs por
célula. Os macréfagos foram plaqueados na concentracéo 2x108/mL de M® em placas de 24 pogos,
estimulados com acido oleico e LPS 100 pg/mL, tratados com Rutina 25 yM, Quercetina 10 uM e
Indometacina 0,2 ug/mL. Ap6s o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red
O para analise por microscopia 6tica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem
de cerca de 300 células contadas por pardmetro. As compara¢des multiparamétricas foram
realizadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P
<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 12- Porcentagem de macrdfagos estimulados e tratados com mais de 10 CLs por célula.
Os macréfagos foram plaqueados na concentracdo 2x10%mL de M® em placas de 24 pogos,
estimulados com &cido oleico e LPS 10 pg/mL, tratados com Rutina 25 pM, Quercetina 10 yM e
Indometacina 0,2 pg/mL. Apés o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O
para andlise por microscopia 6tica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca
de 300 células contadas por parametro. As comparagc6es multiparamétricas foram realizadas por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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Figura 13- Porcentagem de macrdfagos estimulados e tratados com mais de 10 CLs por célula.
Os macréfagos foram plaqueados na concentracdo 2x10%/mL de M® em placas de 24 pogos,
estimulados com acido oleico e LPS 100 pg/mL, tratados com Rutina 25 yM, Quercetina 10 pM e
Indometacina 0,2 pg/mL. Apds o periodo de 6 horas as células foram fixadas e coradas com Oil Red O
para analise por microscopia 6tica no aumento de 100x. Os valores expressam a porcentagem de cerca
de 300 células contadas por parametro. As comparagdes multiparamétricas foram realizadas por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01,
***n<0,001.

Avaliamos a producédo de corpusculos lipidicos através de citometria de fluxo.
Para isso, macréfagos foram ativados com LPS nas concentracfes de 10 e 100 ug/mL
e tratados com rutina e quercetina. Apds 6 horas, as células foram marcadas com
bodipy 495/503, um marcador fluorescente de lipidios, e avaliamos a emissao de
fluorescéncia no canal FL1 (530/30) por citometria de fluxo. Observamos que o
tratamento com quercetina diminuiu significativamente o nimero de corpusculos
lipidicos nos macréfagos ativados com LPS na concentragéo de 10 pg/mL, quando
comparado com macrofagos tratados com rutina (Fig. 14 A e C). Esta modulacao nao
se manteve quando os macréfagos foram estimulados com LPS na concentracédo de
100 pg/mL.
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Figura 14 — Anélise da producéo de corpusculos lipidicos por citometria de fluxo. Os macrofagos
foram plaqueados na concentracdo 2x10%/mL de M® em placas de 6 pogos, estimulados com acido
oleicoe LPS 10 (A e C) e 100 pg/mL (B e D), tratados com rutina a 25 uM ou quercetina a 10 uM. Apos
0 periodo de 6 horas as células foram lavadas com PBS e coradas com bodipy 495/503 diluido em
1/1000000. A fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo no canal FL1 (530/30). Os valores
expressam a média de intensidade de fluorescéncia para a marcagdo com bodipy As comparacgdes
multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *p<0.05, **p<0.01.

5.3. Regulacéo de mediadores lipidicos inflamatérios por bioflavonoides.

Para avaliar a regulacdo de PGE2 e LTB4, os macrofagos foram ativados com
LPS nas concentragbes de 10 e 100 ug/mL e posteriormente tratados com rutina,
quercetina e indometacina durante um periodo de 6 horas.

Os resultados demonstraram que as células ativadas com LPS, tanto a 10
pMg/mL quanto a 100 pg/mL, apresentaram maiores concentracdes de PGE2 e LTB4
(Figura 15 e 16).

Em relagdo a regulacdo de LTB4, a quercetina demonstrou diminui¢cdes
significativas nos dois grupos de ativagéao (LPS 10 e 100 ug/mL). No entanto, a rutina
reduziu drasticamente a concentra¢do de LTB4 no grupo ativado com 100 ug/mL de
LPS. Por outro lado, a indometacina nao apresentou diminuigdes significativas (Figura
15).
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Nos grupos ativados e tratados com bioflavonoides, observou-se uma
diminuicao significativa na sintese de PGEZ2, principalmente no grupo ativado com 10
pMg/mL de LPS. Embora a indometacina tenha reduzido a sintese de PGE2 em
comparagcdo com 0s grupos controle com LPS, a redugcdo nao foi tdo acentuada
quanto a observada com a rutina e a quercetina na ativagdo com 10 uyg/mL de LPS
(Figura 16).
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Figura 15- Regulacdo da concentracdo de LTB4 por rutina e quercetina. Os macrdfagos foram
plaqueados na concentragdo 2x108/mL de M® em placas de 48 pogos, estimulados com acido oleico e
LPS 10 e 100 pg/mL, tratados com Rutina 25 yM, Quercetina 10 yM e Indometacina 0,2 yg. Apds o
periodo de 6 horas 50 ul do sobrenadante foi coletado para analise por ELISA de competicdo. Os
valores expressam a concentracdo de LTB4. Houveram diferencas significativas entre todos os grupos,
no grafico esta representado apenas os grupos de ativacdo com os de tratamento. As comparacdes
multiparamétricas foram realizadas por ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo
os valores de * P <0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 16- Regulagdo da concentracdo de PGE2 por rutina e quercetina. Os macréfagos foram
plaqueados na concentragdo 2x108/mL de M® em placas de 48 pogos, estimulados com &cido oleico e
LPS 10 e 100 pg/mL, tratados com Rutina 25 yM, Quercetina 10 uM e Indometacina 0,2 ug. Apds o
periodo de 6 horas 50 ul do sobrenadante foi coletado para analise por ELISA de competicdo. Os
valores expressam a concentracdo de PGE2. As comparac¢des multiparamétricas foram realizadas por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey, considerando significativo os valores de * P <0,05, **p<0,01,
***n<0,001.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, analisamos a acdo dos flavonoides rutina e quercetina na
regulacdo de PGE2 e LTB4, em macrofagos ativados com LPS durante um periodo
de 6 horas, com o objetivo de descobrir se essa regulacdo é mediada pela via dos
ClLs.

Nossos resultados demonstraram que a rutina € capaz de diminuir
significativamente a sintese de LTB4 e PGE2 em macréfagos ativados com LPS a 10
e 100 pg/mL. Essa diminuigdo foi mais expressiva do que no grupo tratado com
indometacina.

A indometacina é um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), derivado do acido
indol-acético. O seu mecanismo de acdo abrange a inibicdo da sintese de todas as
PGs, por bloqueio da via mediada pelas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) de forma
seletiva ou ndo seletiva (Barst, Gersony, 1989), bloqueando vérios eventos de
sinalizacao lipidica. A COX-1 é expressa em quase todos os tecidos produzindo PGs
que possuem papel protetor. As propriedades &cidas de grande parte dos AINEs
causam danos a mucosa por permanecerem na regido gastrica em sua forma lipofilica
nao ionizada (Schoen et al., 1989). A patogenia da ulceracdo aguda pode ser induzida
por AINEs causando irritacdo quimica direta ou inibindo COX e consequentemente a
sintese de PGs. Os AINEs podem interferir na citoprotecdo das prostaglandinas, ou
entdo, reduzem a secrecao de bicarbonato, o que também aumenta a possibilidade
de lesdes na mucosa gastrica (Schoen et al., 1989).

Além disso, os AINEs néo inibem a via LOX, levando ao aumento na producao
de LTs, que contribuem no surgimento de efeitos gastrointestinais por meio do desvio
de substrato para as vias metabdlicas dessas enzimas (Blanca-Lépez et al., 2009;
Harirforoosh et al., 2013). Isso foi observado em nossos resultados, o tratamento com
indometacina nao foi capaz de inibir a sintese de LTB4 de forma significativa quando
ativado com LPS 100 pg/mL, e embora tenha diminuido a produgédo de PGEZ2, essas
diminui¢cdes ndo foram tdo expressivas quanto no tratamento com rutina e quercetina,
tornando esses bioflavonoides uma alternativa ao uso do tratamento de AINEs.

No entanto, embora o tratamento com rutina também tenha diminuido a sintese
de CLs, esses dados nao foram suficientemente significativos para afirmar que essa
regulacéo ocorre por meio desta via. A producéao de LTB4 esta geralmente associada

a ativagcdo de NF-kB, a producéo de RO e NO (Tavares et al., 2014). Estudos recentes
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demonstraram que a rutina é capaz de inibir a resposta inflamatéria através da
regulacéo negativa de citocinas pré-inflamatérias IL-1p, IL-6 e TNF-a, do contetdo de
NO e da atividade fagocitica. Uma vez que LPS induz a expressao do gene iNOS,
esses estudos revelaram que o tratamento com rutina reduziu a transcricdo deste
gene (Tian et al., 2021). A rutina também pode inibir significativamente a
neuroinflamacédo e fornecer neuroprotecdo, regulando negativamente 0s niveis
aumentados de expressao da proteina NF-kB e os niveis de secrecdo de citocinas
inflamatorias (Hao GZ et al., 2016).

Por outro lado, o tratamento com quercetina diminuiu os niveis de PGE2 e LTB4
em ambas as concentragdes de LPS (10 e 100 ug/mL), e foi capaz de diminuir a
sintese de CLs em um periodo de 6 horas em macréfagos ativados com 10 pg/mL de
LPS, isso foi demonstrado nos experimentos com microscopia 6tica e citometria de
fluxo. No entanto, a diminuicdo de CLs em macrofagos ativados com 100 ug/mL de
LPS néo foi observada, sugerindo que a quercetina ndo € capaz de regular a sintese
de CLs em inflamac®fes de alta intensidade.

Estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo indicam que a quercetina exibe
propriedades anti-inflamatérias notaveis (Assi e El Sayed, 1998). Em experimentos
com células PC12 e modelos de zebrafish, a quercetina demonstrou a capacidade de
suprimir a inflamacdo causada pela toxicidade da 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
reprimindo a producéo excessiva de NO, a enzima INOS e outros genes associados
a inflamacéo (Zhang et al., 2011).

A quercetina também mostrou eficicia na inibicdo da inflamacao induzida por
LPS e Interferon y, ao anular a expressao de iNOS e regular negativamente varias
quinases, incluindo a quinase regulada por sinal extracelular (Kim et al., 2005). Além
disso, a quercetina aumentou a expressao da heme-oxigenase (HO)-1 (Sun et al.,
2015). Em astrdcitos, a quercetina reduziu as citocinas pré-inflamatoérias TNF-a e IL-
1a (Sharma et al., 2007). A quercetina, em combinagdo com nanoparticulas de [3-
ciclodextrina-dodecilcarbonato, demonstrou uma forte atividade anti-inflamatoria ao
regular negativamente TLR4 e COX-2. Esses estudos destacam o potencial da
guercetina como um agente anti-inflamatorio eficaz. Também se sabe que a
guercetina pode inibir o mMRNA do TLR-4 e os niveis de expressdo da proteina, e
regular negativamente a via do NF-kB (Li X et al., 2016).

Nossa pesquisa demonstrou ser pioneira na relacdo da quercetina com a

regulacéo dos CLs. Nossos resultados em analises de microscopia Otica e citometria
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de fluxo, confirmaram nossa hip6tese de que a regulagédo de PGE2 esta relacionada
a regulacdo de CLs na ativagcdo com 10 ug/mL de LPS. No entanto, resta ainda
observar se o efeito da quercetina na sintese e atividade de CLs esta relacionada com
a formacéo dessas organelas, mobilizacdo de enzimas associadas ao metabolismo
do acido araquiddnico ou através de efeito indireto mediado por citocinas

inflamatorias.
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7. CONCLUSAO

A rutina e quercetina possuem capacidade de diminuir a producao de
corpusculos lipidicos. A quercetina, em particular, mostrou uma reducéo significativa.
Em relacdo a producdo de eicosanoides, os tratamentos com ambos 0S compostos
resultam em decréscimos menores de PGE2 e LTB4 em comparagcdo com a ativacao
por LPS em ambas as concentracbes, bem como quando comparados com a

indometacina. De forma notavel, a rutina apresentou as maiores reducdes.

A atividade anti-inflamatéria desses bioflavonoides parece estar associada aos
corpusculos lipidicos, especialmente no caso do tratamento com quercetina. No
entanto, serdo necessarios estudos futuros para determinar se o efeito regulatorio da
guercetina na producéo de corpusculos lipidicos esta relacionado a sua formacéo, a
mobilizacdo de enzimas associadas ao metabolismo do acido araquidénico ou a um

efeito indireto mediado por citocinas inflamatorias.
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