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RESUMO

SANTOS, Amanda Maria da Silva. Estudo do efeito do galato de metila na
atividade de neutroéfilos in vivo e in vitro. 2024. 90 f. Dissertagcao (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Os neutrofilos sdo células polimorfonucleares de origem mieloide de extrema
importancia para a efetividade da imunidade inata. Sao os leucécitos mais abundantes
na circulagdo sanguinea e no tecido inflamado produzem espécies reativas do
oxigénio (EROs), armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NETs) e granulos ricos
em enzimas, podendo ser proé-inflamatoério ou pro-resolutivo. Neste contexto,
abordagens que regulam o acumulo e a atividade dessas células sao relevantes. O
galato de metila (GM), um derivado do &acido fendlico encontrado em espécies
vegetais apresenta atividade anti-inflamatéria. Com isso, este estudo avaliou o efeito
do galato de metila na atividade de neutréfilos humanos in vitro e na inflamagéo em
modelo animal. Foi realizada a andlise de neutréfilos humanos quanto migracgéo e a
quimiotaxia, na liberagdo de EROs e de redes extracelulares, e no processo de
apoptose. Também foi avaliada a expressao da molécula de adesao CD11b e o
acumulo de leucdcitos circulantes na cavidade toracica de camundongos apds a
inducéo da pleurisia com LPS. Nos resultados foi observado que in vitro o GM inibiu a
migragédo e a quimiotaxia de neutrofilos estimulados com IL-8 e fMLP, assim como
inibiu a polimerizacao dos filamentos de actina em neutréfilos estimulados com IL-8.
O GM reduziu a produgdo de EROs em neutrdéfilos estimulados com PMA e LPS, e
reduziu de forma dose-dependente a liberacido de redes extracelulares de neutrofilos
estimulados com PMA. Na pleurisia induzida por LPS foi possivel observar que o pré-
tratamento com GM inibiu o acumulo de neutrdéfilos para a cavidade toracica, assim
como reduziu neutréfilos circulantes e a expressao da molécula de adesdo CD11b.
Podemos concluir com o presente estudo que o GModula modula a atividade de
neutrofilos tanto in vitro quanto in vivo.

Palavras chaves: neutréfilos; galato de metila; inflamagao.



ABSTRACT

SANTOS, Amanda Maria da Silva. Study of the effect of methyl gallate on
neutrophil activity in vivo and in vitro. 2024. 90 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Neutrophils are polymorphonuclear cells of myeloid origin that are extremely
important for the effectiveness of innate immunity. They are the most abundant
leukocytes in the blood circulation and, in inflamed tissue, produce reactive oxygen
species (ROS), neutrophil extracellular traps (NETs), and granules rich in enzymes,
which can be either pro-inflammatory or pro-resolving. In this context, approaches that
regulate the accumulation and activity of these cells are relevant. Methyl gallate (MG),
a phenolic acid derivative found in plant species, has anti-inflammatory activity.
Therefore, this study evaluated the effect of methyl gallate on human neutrophil activity
in vitro and on inflammation in an animal model. Human neutrophils were analyzed
regarding migration and chemotaxis, the release of ROS and extracellular traps, and
the process of apoptosis. The expression of the adhesion molecule CD11b and the
accumulation of circulating leukocytes in the thoracic cavity of mice after induction of
pleurisy with LPS were also evaluated. Our results showed that MG inhibited migration
and chemotaxis in neutrophils stimulated with IL-8 and fMLP, as well as inhibiting the
polymerization of actin filaments in neutrophils stimulated with IL-8. MG reduced ROS
production in neutrophils stimulated with PMA and LPS and dose-dependently reduced
the release of extracellular traps from neutrophils stimulated with PMA. In LPS-induced
pleurisy, pre-treatment with MG inhibited the accumulation of neutrophils in the
thoracic cavity, as well as reducing circulating neutrophils and the expression of the
adhesion molecule CD11b. We conclude from this study that MG modulates neutrophil
activity both in vitro and in vivo.

Keywords: neutrophils; methyl gallate; inflammation
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INTRODUGAO

Inflamacgao

O processo inflamatério € uma resposta dos tecidos vascularizados
desencadeada por estimulos fisicos, quimicos ou infecciosos que causam alteracoes
celulares e moleculares no local afetado (MEDZHITOV, 2008; SCHUTT; SIEGEL,
2023). Em alguns casos a inflamagao ocorre como uma resposta adaptativa ao mau
funcionamento de tecidos levando a um desequilibrio homeostatico, processo que
ocasiona diversas doengas como: artrite reumatoide (AR), lupus, asma e céncer
(FREIRE; VAN DYKE, 2013; SCHUTT,; SIEGEL, 2023).

A inflamacdo é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular,
diminuicdo do fluxo sanguineo proximo ao sitio inflamatério e recrutamento de
leucocitos. Esses eventos levam aos cinco sinais cardinais da inflamagao: dor, rubor,
calor, inchaco e perda da fungao. Embora, os eventos vasculares e celulares ocorram
de forma progressiva e sincrona, a inflamacgao é didaticamente dividida em aguda ou
cronica (HERRERO-CERVERA; SOEHNLEIN; KENNE, 2022).

A inflamagdo aguda é marcada pela vasodilatagdo, exsudacédo de liquido
plasmatico rico em proteinas e pela migragdo de células. Apds a cessagao ou
eliminagao da causa da inflamacéo, o restabelecimento da homeostase tecidual inicia
a fase de resolugdo (HERRERO-CERVERA; SOEHNLEIN; KENNE, 2022). No
entanto, se a resolugao da inflamagao nédo ocorrer adequadamente uma resposta
inflamatdria crénica pode se estabelecer através da instauracdo de um processo
inflamatdrio constante, marcado por necrose tecidual, proliferacdo dos vasos
sanguineos e fibrose, que podem levar ao dano e/ou disfungao tecidual (MEDZHITOV,
2010; ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).



19

Neutrofilos

Os neutrofilos sdo células polimorfonucleares (PMNs) de origem mieloide
produzidas através da indugao do fator de estimulagao de coldnia de granulécitos (G-
CSF) (LIESCHKE et al.,1994). Sao considerados fagdcitos da familia dos granuldcitos
e de extrema importancia para efetividade da imunidade Inata (NEMETH;
SPERANDIO; MOSCSAI, 2020). A produgao é regulada pela taxa de proliferagéo e
diferenciacdo dos percussores mieloides na medula Ossea, sofrendo alteracdes
durante processos infecciosos e inflamatérios (COWLAND; BORREGAARD, 2016).

Paul Erlich, em 1880, descobriu o neutrofilo ao identificar os nucleos
multilobulados e a presenca de granulos citoplasmaticos por meio de técnicas de
fixagdo e coloragdo de células sanguineas (KAUFMANN, 2008). A coloragao dos
granulos s6 foi possivel com corantes neutros, o que conferiu 0 nome a célula
(HIDALGO; CASANOVA-ACEBES, 2021; KAUFMANN, 2008). Anos depois, entre
1883 e 1884, Elie Metchnikoff descreveu algumas das fungdes efetoras dos neutrdfilos
ao observar o recrutamento dessas células para o local da lesdao, onde promoviam a
digestao do corpo estranho (KAUFMANN, 2008; METCHNIKOFF, 1983).

Os neutrdfilos sdo os leucdcitos mais abundantes na circulagdo sanguinea
humana, representando aproximadamente 50-60% dos leucdcitos totais, e possuem
o tempo de meia vida extremamente curto, podendo permanecer cerca de 6 a 8 horas
no sangue circulante e aproximadamente entre 1 e 4 dias nos tecidos (ATHENS et al.,
1961; MANTOVANI et al., 2011).

Possuem morfologia esférica com diametro entre 10 a 12 um, nucleo
segmentado apresentando de 3 a 5 lobulos conectados entre si, justificando a
nomenclatura polimorfonuclear, a presencga de trés tipos diferentes de granulos em
seu citoplasma, classificados de acordo com seu grau de importancia, afinidade com
o corante azul A, tamanho, morfologia e pela presenga de mieloperoxidase (MPO),
sendo eles: primarios ou azurdfilos, secundarios ou especificos e terciarios ou
gelatinase, e vesiculas secretoras (BORREGAARD, 2010; DOROSZ et al., 2020;
RAMOJI et al., 2012).

Entre os leucdcitos envolvidos no processo inflamatorio os neutréfilos sao os
primeiros a chegar ao tecido inflamado e s&o cruciais para resolugdo da inflamacgao
(SINGHAL; KUMAR, 2021). Sao células com a capacidade de fagocitar células
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necroticas e/ou micro-organismos impedindo a amplificagdo da resposta imunoldgica,
liberam mediadores inflamatdrios e produzem proteinas importantes para restauracao
da hemostasia (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014. SINGHAL; KUMAR, 2021).

Em processos inflamatorios crénicos sdo considerados amplificadores da
inflamacao, por serem continuamente recrutados para o sitio inflamado, contribuindo
para aumento do dano tecidual através de seus mecanismos efetores (MUTUA,;
GERSHWIN, 2021). Esses mecanismos podem ser a producdo de mediadores
inflamatorios que, dentre muitas fungbdes, ativam outras células do sistema
imunoldgico e a liberagdo de seus granulos citoplasmaticos ricos em enzimas e de
redes extracelulares de neutréfilo (NETs) (MUTUA; GERSHWIN, 2021; PEISELER,;
KUBES, 2019).

Neste sentido, em diferentes doencas hepaticas cronicas foi demonstrado que
os neutréfilos desempenham também um papel diferente do esperado, levando a
lesdao tecidual, a imunossupressao, e a promog¢ao de metastase tumoral sob um
microambiente especifico, demonstrando que a funcdo dessas células pode ser
protetora ou deletéria (LIU; WANG; XU, 2021). Na AR os neutréfilos s&o os leucécitos
em maior concentracdo na cavidade articular e desempenham uma funcéo pro-

inflamatdria orquestrando a inflamacédo (MANTOVANI et al., 2011).

Sinalizagao celular

Os neutrofilos alcangam o tecido inflamado através da sinalizagao celular, uma
vez que os receptores intracelulares e extracelulares sdo capazes de reconhecer
antigenos e transmitir sinais importantes para a defesa do organismo (HERRERO-
CERVERA; SOEHNLEIN; KENNE, 2022).

No tecido a resposta inflamatoria pode ser desencadeada pelos componentes
da imunidade inata por trés formas diferentes, uma exdgena e duas endogenas: pelo
reconhecimento de estruturas moleculares dos microrganismos denominada padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) pelo desequilibrio das bactérias da
microbiota provocado por estresse denominado padrées moleculares associados a
microbiota comensal (MAMPs), e pela produgao ou liberagado de moléculas endégenas

por células danificadas denominado padrdes moleculares associados a danos
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(DAMPs) (PATIDAR et al., 2018). A inflamacgédo entdo se estabelece quando ha o
reconhecimento dessas estruturas pelos receptores de reconhecimento de padrao
(PRRs) de células imunocompetentes residentes, esse reconhecimento ativam os
leucdcitos os tornando efetores estimulando a producgao e a secregao de citocinas pro-
inflamatdrias (FLESHNER, 2013; PATIDAR et al., 2018).

Os DAMPs sao moléculas intracelulares derivadas do hospedeiro como
Adenosina Trifosfato (ATP), proteina B1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1),
moléculas alteradas estrutural ou proteoliticamente, como acido hialurénico ou
colageno liberadas no meio extracelular por células necréticas e de matriz extracelular
que causam ativacdo do sistema imune desencadeando um processo inflamatério
(ZINDEL; KUBES, 2019). Essas moléculas s&o reconhecidas por PRRs como os
Receptores do tipo Toll (TLRs), que se encontram na membrana plasmatica e
endossémicas de células apresentadoras de antigeno, os Receptores do tipo NOD
(NLRs) nos quais se destacam o Receptor de Dominios de Oligonizagcdo e
Nucleotideos (NOS), o Receptor Ausente no Melanoma 2 (AIM2), o Receptor para
Produtos Finais de Glicagdo Avangada (RAGEs), Receptor de Lectina do tipo C (CLR),
Receptor scavenger (SR) e Receptor acoplado a proteina G (GPCRs) como Receptor
1 de formil-peptideo (FPR1) (REES et al., 2016; ZINDEL; KUBES, 2019).

Os PRRs sdo moléculas presentes nas superficies de diferentes células,
contudo, expressos em maior variedade e quantidade em macrofagos e neutrofilos
(ZINDEL; KUBES, 2019). Essas moléculas desencadeiam cascatas de sinalizagao
gue envolvem a proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK), a fosfaridilinositol--
3-quinase (PI3K) e o fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) que levam a expressao
de genes de citocinas pré-inflamatérias (MCCORMICK; CHU; VERMEREN, 2017;
ZINDEL; KUBES, 2019)

No tecido lesionado células residentes como macrofagos detectam DAMPs
e/ou PAMPs e recrutam os neutrofilos circulantes para o local da lesdo através da
ativacao das vias GPCRs, TLRs e NLRs (HERRERO-CERVERA; SOEHNLEIN;
KENNE, 2022). Dentre estes receptores, os TRLs desempenham um papel crucial no
inicio da resposta inflamatérios. Estes sdo glicoproteinas de superficie constituidos
por onze tipos de proteinas descritas em humanos, estdo presentes na membrana
celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) ou endossémica (TLR3, TLR7, TLR8 e
TLR9) e possuem um dominio intracelular denominado dominio TIR que possibilita a
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dimerizagdo do receptor e ativa as vias de sinalizagdo (HERRERO-CERVERA,;
SOEHNLEIN; KENNE, 2022; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

A interacdo de padrées moleculares do antigeno com TLRs favorece o
deslocamento e a chegada de neutroéfilos ao sitio inflamado, NFkB ou MAPK sao vias
de sinalizacdo que levam a ativacado dos neutrdfilos através de transducio de sinal
dessa interacdo. Uma vez que esses receptores influenciam diretamente na
quimiotaxia dessas células, as vias de sinalizagdo s&o ativadas e provocam a
expressao de L-selectina, aumento na producdo de citocinas, regulagéo positiva de
integrinas e posterga o processo de apoptose (HAYASHI; MEANS; LUSTER, 2003;
HERRERO-CERVERA; SOEHNLEIN; KENNE, 2022).

Ativacao e migragao de neutroéfilos

O processo de ativacao dos neutrofilos pode ocorrer de diferentes formas. A IL-
8 ativa os neutrdéfilos ao se ligar a receptores de quimiocinas especificos conhecidos
como CXCR1 e CXCR2 que estado presentes na superficie dos neutrdfilos. A ligagéao
da IL-8 a esses receptores também leva a mobilizagdo dos neutrdfilos. Ja o fMLP
promove a ativagcdo dos neutrofilos ao se ligar aos receptores de formil-peptideo
(FPRs), em especifico aos FPR1 e FPR2. Os receptores CXCR1/2 e FPR1/2 estao
acoplados a proteina G e a interagdo com os seus ligantes ativa as vias de sinalizagao
da fosfolipase C (PLC), PKI3 e MAPK (PETRI; SANZ, 2018).

O recrutamento de neutrofilos € uma fase importante no desenvolvimento da
inflamacédo. A cascata de recrutamento dos neutrofilos envolve os seguintes passos
comumente reconhecidos: captura, rolamento, adesao firme e, finalmente, migracéo
transendotelial (SADIK; KIM; LUSTER, 2011). A liberagao de neutréfilos pela medula
Ossea para o0 sangue circulante ocorre imediatamente apds o primeiro sinal de
inflamacdo, aumentando o numero de neutrofilos disponiveis para recrutamento no
tecido em resposta a inflamacao. Esse processo de liberacdo € orquestrado pela
citocina hematopoiética fator estimulador de colénias de granuldcitos (G-CSF), assim
ocorre a mobilizagdo dos neutréfilos indiretamente, alterando o equilibrio entre os
ligantes CXCR4 e CXCR2 (SEMERAD et al., 2002).
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Em resposta a liberacdo de mediadores inflamatdrios, como IL-1f3, IL-6 e o fator
de necrose tumoral a (TNF- a), o endotélio vascular adjacente € ativado. Proteinas de
superficie celular da familia de selectinas denominadas E- e P-selectina e seus
ligantes (L-selectina) mediam essa captura inicial de neutréfilos (ORTEGA-GOMEZ;
PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013; ZINDEL; KUBES, 2019).

Durante a etapa de captura os carboidratos expressos por glicoproteinas
membranares presentes nas superficies dos neutréfilos fazem ligagdes de baixa
intensidade com as moléculas de adesdo P-selectina e E-selectina expressas em
grande quantidade nas células endoteliais ativadas. Esse processo faz com que os
neutrofilos circulantes sejam atraidos para a parede do vaso e rolem sobre o endotélio.
Na etapa de rolamento os neutréfilos interagem com as quimiocinas presentes nas
superficies do endotélio e se aproximam do sitio inflamatério fazendo com que as L-
selectinas sejam clivadas por enzimas, o0s neutrofilos sofrem alteragdes
conformacionais em suas moléculas de ades&do de alta afinidade e as células
endoteliais aumentam a expressao de ligantes para essas moléculas (DE OLIVEIRA;
ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Entado, as ligagdes de baixa afinidade d&o lugar para as altissimas afinidades
iniciando assim a adeséo firme. Essa etapa € mediada pela ligagao entre as moléculas
da familia das B2 integrinas como a proteina LFA 1 ou CD11a/CD18 (do inglés,
leukocyte function-associated antigen-1) e a CR3 ou MAC-1 ou CD11b/CD18 (do
inglés, complement receptor 3) presentes na superficie do neutrofilo com a ICAM-1 e
ICAM-2 presentes no endotélio, fazendo com que os neutrofilos tenham alta afinidade
com o endotélio e uma maior capacidade de responder aos sinais intracelulares
controlando fungdes celulares importantes. Ja estabelecido no endotélio, o neutrdfilo
sofre modificagbes em seu citoesqueleto e rastejando por entre os poros endoteliais
dando inicio a migragao para o sitio inflamatério, esse processo de migragao pode se
dar através da transmigragao paracelular, ou seja, entre as juncdes das células
endoteliais, ou através da célula endotelial, transcelular (DE OLIVEIRA; ROSOWSKI;
HUTTENLOCHER, 2016; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). E descrito que os
neutrofilos fazem a transmigragdo, na maioria das vezes, pela via paracelular
(PHILLIPSON et al., 2008).

Agentes quimiotaticos como a IL-8, fragmentos da cascata do complemento
(C5a, C3a), mediadores lipidicos (LTB4, PAF), medidores exdgenos como o N formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e moléculas liberadas pelas mitocondrias de dano
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celular como as Espécies reativas do oxigénio (EROs) sao capazes de promoverem
mudangas conformacionais nas integrinas e em filamentos de actina presentes no
citoesqueleto (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; PETRI; SANZ, 2018).

Durante o processo de transmigragdo as ceélulas endoteliais também sofrem
alteragbes no citoesqueleto e reorganizam sua ligagdo com a matriz extracelular
(MEC) por meio de adesbdes focais (PARSONS et al., 2012). Com auxilio das
integrinas LFA-1 e MAC-1 os neutrdfilos atravessam o revestimento das células
endoteliais através da formacao de estruturas conhecidas como transmigratory cups.
Isso acontece devido a interagao das integrinas entre as moléculas de adesao ICAM-
1, ICAM-2, molécula de adesao celular vascular — 1 (VCAM-1), a proteina de jungao
PECAM-1 (do inglés platelet/endothelial cell adhesion molecule 1), a JAM (molécula
de adeséo juncional) e ECAM (molécula de adesao celular epiteliais) em conjunto com
outros componentes do citoesqueleto como os filamentos de f-actina. Outro
mecanismo para a transmigracao paracelular € o aumento dos niveis de calcio
intracelular promovendo a abertura de canais entre a célula endotelial por intermédio
da ativagdo da enzima quinase de cadeia leve de miosina (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013; ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013). A Figura 1 ilustra

resumidamente a migragao de neutrofilos.

Figura 1 - Sequéncia esquematica da migragao de neutrofilos
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Os agentes quimiotaticos como a IL-8, fragmentos da cascata do complemento
(Ch5a, C3a), mediadores lipidicos (LTB4, PAF), medidores exégenos produzidos pela
degradagdo do patégeno como o N formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e
moléculas liberadas pelas mitocondrias no caso de dano celular como as Espécies
reativas do oxigénio (EROs) sao capazes de promoverem as mudangas
conformacionais nas integrinas e de levarem a polimerizagéo da actina e a polarizagéo
da f-actina no citoesqueleto de neutréfilos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; PETRI,
SANZ, 2018).

Producgéao de Espécies reativas do oxigénio (EROs)

Fisiologicamente as células geram espécies reativas do oxigénio (EROs) como
subprodutos das reacdes de transferéncia de elétrons que ocorrem no funcionamento
da cadeia de transporte de elétrons na mitocdndria. Os neutréfilos produzem EROs
como parte do seu mecanismo de defesa durante a inflamagao, nomeado de burst
oxidativo. Nesse processo a produgao de ‘O2" ocorre uma sequéncia de eventos
metabdlicos envolvendo o aumento do consumo de oxigénio, glicose e agentes
redutores como o nucleotideo nicotinamida adenosina fosfato reduzida (NADPH), e a
ativagdo do complexo enzimatico NADPH oxidase (NOX) na membrana celular
(DUPRE-CROCHET; ERARD; NUBE, 2013).

A producdo de EROs pode ser induzida por estimulos como o Phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA), um derivado do 6leo croton que é capaz de ativar os
neutréfilos. O PMA se liga diretamente a Proteina quinase C (PKC) expressa na
superficie dos neutrdfilos levando a montagem do complexo enzimatico NOX e na
ativacao do burst oxidativo. Ja a producéao induzida por LPS é mediada pela ativagao
de TLR4 (JIN et al., 2021).

Anions superoxido promovem a adesdo de leucdcitos no endotélio, e que
reagOes oxidativas catalisadas por Fe?* produzem oxidantes que aumentam a sintese
do fator de ativagdo plaquetario e de LTB4 e a expressao de moléculas de adeséo
como CD11/CD18, P-Selectina, E-Selectina e ICAM (BALTA; KRAMER; SAMSTAG,
2021; GRISHAM; D. NEIL GRANGER; LEFER, 1998). Além disso, EROs influenciam

a migragao e adesao celular por meio da oxidagdo de proteinas sinalizadoras, da
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oxidagao da actina ou da oxidagao de proteinas de ligacédo a actina como cofilina e L-
plastina (BALTA; KRAMER; SAMSTAG, 2021; WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH,
2019). Foi demonstrado que a oxidacdo da L-plastina reduziu sua capacidade de
agrupar a actina e fungdes celulares dependentes, incluindo migragao (BALTA et al.,
2019).

O desiquilibrio redox, em grande parte provocado pela produgao excessiva de
EROs em processos inflamatérios cronicos levam a danos celulares (CLAYTON et al.,
2021). Na AR a produgao de EROs por neutrofilos ocorre devido a degranulagao no
liquido sinovial fazendo com que se forme um microambiente com altas concentragdes
de EROs, que levam a danos a cartilagem articular (GLENNON-ALTY et al., 2018).

A ativagao da via NADPH oxidase € também relevante no processo de NETose,
uma vez que a inibigdo da via impediu a formacado de NETs (FUCHS et al., 2007).
Bianchi e colaboradores (2009) demonstraram que a geracdo de EROs pela via
NADPH oxidase é essencial na liberagao de NET ao restaurar, por terapia génica, as
fungdes da enzima em um paciente com doenga granulomatosa crénica, levando ao
controle de uma infecgao por A. nidulans e constatando in vitro que seus neutrofilos
produziram NETs com propriedades microbicidas ao serem estimulados (BIANCHI et
al., 2009).

NETose

Brinkmann e colaboradores (2004) descreveram uma nova fungao efetora de
neutrofilos contra microrganismos, em que essas células apresentam a capacidade
de lancarem redes extracelulares compostas por DNA nuclear, podendo ter DNA
mitocondrial, e proteinas nucleares e derivadas de seus granulos citoplasmaticos. O
mecanismo de extrusdo dessas redes foi denominado NETose e as redes
denominadas NETs (Neutrophil Extracelular Traps) (BRINKMANN et.al, 2004; URBAN
et al., 2009).

O processo de NETose tém atraido cada vez mais atencéo por serem um tipo
de morte celular diferente da necrose e do apoptose, principalmente por ndo haver
exposicado da fosfatidilserina (FUCHS et al., 2007; GOLDEMANN; MEDINA, 2013).

Sabe-se que o processo de ativagcdo da NETose tem envolvimento de receptores
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especificos e de outras biomoléculas como: receptores IgG-Fc, TLRs, moléculas do
sistema complemento, citocinas neutrofilicas e PAMPs ou DAMPs (BRINKMANN et
al., 2004; BRINKMANN; ZYCHLINSKY, 2007; MUNKS et al., 2010; PIETERSE et al.,
2018).

O processo de formagao das NETs € iniciado por estimulos que ativam vias
AKT/mTOR (Proteina Cinase B/“Mammalian Target of Rapamycin”) e/ou ERK
(cinases reguladas por sinal extracelulares) e a propagagdo dos mesmo (DAN DUNN
et al., 2015; KUMAR et al., 2018), ocasionando a geragao de EROs através da via
NADPH oxidase (NOX) durante a “exploséao respiratéria” de neutréfilos (VOROBJEVA,;
PINEGIN, 2014). O nucleo perde seus lobulos caracteristicos e enzimas como
elastase neutrofilica (NE) e MPO séo transportadas para o nucleo onde promovem a
descondensagcdo da cromatina nuclear (Figura 2) (METZLER etal, 2011,
PAPAYANNOPOULOS et.al, 2010). Durante esse processo essas enzimas
promovem a citrulinagdo de histonas, promovendo ainda mais a descondensacao da
cromatina, que consiste na conversao de arginina carregada em positivamente em
citrulina. O processo é catalisado pela peptidilarginina deiminase 4 (PAD4) (WANG et
al., 2009).

Figura 2 - llustragao resumida da liberacdo de NETs
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Fonte: Adaptado de PAPAYANNOPOULOQS, 2017

Em inflamagdes causadas por microrganismos as NETs desempenham, em
grande parte dos casos, papel protetor, pois, sdo capazes de prender os
microrganismos em suas fibras de cromatina descondensadas e histonas. Também é
descrito a capacidade dessas redes em inativar fatores de viruléncia e até mesmo

matar esses microrganismos, decorrente as proteinas presentes nessas estruturas



28

(JENNE et al., 2013; OPASAWATCHAI et al., 2019; PAPAYANNOPOULOS, 2017).
Contudo, as NETs também estdo envolvidas em processos fisiopatoldgicos, incluindo
doencas autoimunes, podendo servir como alvos para a produgao de autoanticorpos
(NAKAZZAWA, 2012). Os neutrdfilos, dentre muitas moléculas, liberam eicosanoides
que estdo envolvidos na sensibilizagdo dos neurdnios primarios. Sabe-se que o0s
neutrofilos presentes na AR possuem alta taxa de NETose, levando a uma maior
producdo de autoanticorpos decorrentes a maior exposigdo a antigenos citrulinados
provenientes das NETs (CUNHA et al., 2008; PAPADAKI et al., 2016).

Em um estudo realizado por Villanueva e colaboradores (2011) foi descrito que
em diferentes modelos experimentais de doenca autoimune as NETs mediam danos
aos tecidos (VILLANUEVA et al., 2011). Além disso, sabe-se que os componentes da
NET sdo reconhecidos como DAMPs, transformando assim a NETose em um
processo de amplificagdo da resposta imune em doengas autoimunes (JORCH,;
KUBES, 2017). No diabetes mellitus do tipo 1 as NETs contribuem para a progressao
da doenga, assim como na Aterosclerose (HERRERO-CERVERA; SOEHNLEIN;
KENNE, 2022).

No modelo experimental de Artrite Induzida por Antigeno, Schneider e
colaboradores (2021) monstraram que a inje¢ao NETs provenientes de camundongos
com inflamacao articular causam aumento do edema articular, producao de citocinas
inflamatorias e a expressédo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) em camundongos
saudaveis. Os autores também descreveram que neutrofilos provenientes de
pacientes com AR tinham maior capacidade de liberar NETs, confirmando dados ja
publicados, porém os autores correlacionaram o achado com a dor, e propuseram que
a concentracdo de NETs esta relacionada com o aumento da dor. Os dados
contribuem para que a via possa ser uma alternativa para o tratamento da patogénese
da AR, contribuindo para a melhora de sintomas como a dor (SCHNEIDER et al.,
2021).

As formagdes de NETs ocorrem por estimulos presentes no contexto
inflamatdrio. Sendo assim, citocina como IL-8, produtos sintéticos como PMA e fMLP,
ou moléculas oriundas de microorganismos como LPS s&o capazes de induzir o
processo de NETose, contudo, a composicdo das NETs pode variar de acordo com o
estimulo usado para indugdo (DWYER et al., 2014; HOPPENBROUWERS et al.,
2017).
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Apoptose

Em 1972 Ker e colaboradores descreveram o processo de apoptose ao estudar
figado de ratos (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). O processo pode ser caracterizado
pelo empacotamento da cromatina e dos fragmentos nucleares, sendo marcado por
alteragcdes morfoldégicas que levam a redugdo do nucleo e volume celular,
condensacgao da cromatina, fragmentagao do nucleo, externalizagao de fofatidilserina
(FS), alteragcédo do potencial de membrana mitocondrial e algumas modificagbes nas
organelas citoplasmaticas (PEREZ-FIGUEROA et al., 2021). A membrana de
neutrofilos apoptoticos sofre alteragdes para facilitar a fagocitose dos corpos
apoptoéticos pelos macréfagos, porém permanece intacta n&o induzindo a
continuidade do processo inflamatdrio e nem o dano tecidual (LI et al., 2020).

Os neutréfilos entram em apoptose reduzindo a quimiotaxia, desgranulagéao e
producado EROs, e geram sinais pré-apoptéticos. Com isso, o fluxo de neutrofilos para
o sitio inflamado é reduzido e o recrutamento de macréfagos anti-inflamatérios (M2) é
aumentado (D’ARCY, 2019; DEJAS et al., 2023). Esse processo pode ser induzido
por sinais intracelulares que ativam a via intrinseca, também conhecido por apoptose
espontanea ou constitutiva, ou extracelulares que ativam a via extrinseca. Esses
sinais levam a alteragées morfolégicas e bioquimicas que resultam na ativacao de
caspases 3, 8, 9. As caspases sdo proteases intracelulares responsaveis pela indugao
e execugao da apoptose, e podem ser classificadas como executoras, as que dao
inicio a cascata apoptotica (caspases 8 e 9), ou efetoras, as que sao ativadas pelas
executoras (caspases 3, 6 e 7) (PEREZ-FIGUEROA et al., 2021).

A via intrinseca ocorre quando os niveis de expresséo das proteinas da familia
BCL-2 estao baixos. Mediada por proteinas pré-apoptdticas da familia Bax e Bak, ou
pela inibicdo da proteina anti-apoptotica da familia BCL-2, ocorre a permeabilizacao
da membrana externa mitocondrial (MOMP) induzindo a formagao de poros que levam
a alteragédo do potencial membranar, permitindo assim a liberagdo do citocromo C e
de outros fatores pré-apoptéticos para o citosol. Apds o citocromo C ser liberado
juntamente com o fator ativador de protease de apoptose (APAF) & formado o
apoptossoma que recruta e ativa caspase-9 e caspase-3 (DEJAS et al., 2023;
WINTERBOURN; KETTLE, 2013).
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EROs dentre tantos outros estimulos também é capaz de induzir a apoptose
ativando a vida extrinseca pela ligagcdo com o TNF-a ao seu receptor especifico, de
Fas ao seu receptor Fas — L e TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado a TNF)
aos receptores membranares de morte que levam a formacgédo de um complexo indutor
de morte (DISC), recrutando e ativando caspase-8 e caspase-3 (DEJAS et al., 2023;
ELMORE, 2007). Na figura 3 é possivel observar uma imagem esquematica

resumindo as vias extrinseca e intrinseca.

Figura 3 - Esquema representativo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose
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Fonte: Adaptado de YUAN; FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES, 2012.

A fosfatidilserina (FS) € amplamente utilizada como marcador de células
apoptdticas, uma vez em que células em processo de apoptose expde a FS sobre a
superficie externa membranar (MCCRACKEN; ALLEN, 2014; PEREZ-FIGUEROA et
al., 2021). Em neutréfilos a elevagdo de K* extracelular impede a disfungdo
mitocondrial e a liberacao de fatores pro-apoptéticos, assim como a fosfatidilinositol 3

quinase (PI3K) e a proteina quinase B (PKB) estao relacionados com a inibigdo da
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apoptose nesse tipo celular (GABELLONI et al., 2013; PEREZ-FIGUEROA et al.,
2021).

Medicamentos anti-inflamatorios

Os anti-inflamatoérios sdo farmacos utilizados a fim de modular o processo
inflamatorio. As doencgas inflamatérias séo tratadas com medicamentos desenvolvidos
para controlar a resposta inflamatéria através da inibicdo de enzimas, bloqueio de
receptores ou antagonismo de ligantes especificos (PERRETTI et al., 2015; SCOTTI,
SCOTTI, 2022). E importante lembrar que a inflamagdo é um processo fisioldgico,
todavia, de forma exacerbada pode levar a danos teciduais provocando respostas
indesejaveis como a dor crénica (ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).
Esses farmacos se diferenciam entre anti-inflamatorios esteroidais (AIEs) ou
glicocorticoides e anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs), e sdo capazes de inibir a
producao e/ou acdo de mediadores inflamatério e até mesmo impedir o recrutamento
e ativagao de neutréfilos (PERRETTI et al., 2015).

Os AINEs tém maior utilizagdo e sua indicagdo esta relacionada com a
regulacdo da fase aguda por possuirem efeito anti-inflamatério, anti-pirético e
analgésico, aliviando sintomas de dor e edema. Também sé&o utilizados associados
com outros medicamentos para o tratamento de condi¢gdes crénicas como artrite
reumatoide e colite ulcerativa. Essa classe de farmaco atua sobre as isoformas das
enzimas prostaglandinas sintetases (COX), levando a inibigao da sintese de um grupo
de mediadores quimicos inflamatérios denominados de eicosanoides. Contudo, a
inibicdo da produgdo de alguns eicosanoides como os tromboxanos e as
prostaglandinas contribuem para a ocorréncia de efeitos colaterais, uma vez que
esses estdo também envolvidos em fungdes fisioldgicas relevantes (BACCHI et al.,
2012; HASSAN et al., 2022).

Ja os (dlicorticoides ou AlEs atuam modulando a transcrigdo de genes
inflamatorios e causam efeitos em todos os sistemas organicos, ainda que sejam
potentes anti-inflamatérios estao relacionados com inumeros efeitos colaterais como
alteracbes enddcrinas e metabdlicas. Estes formam uma classe de farmacos com
ampla diversidade estrutural, mas com propriedades terapéuticas e farmacologicas
bastante semelhantes. Sao utilizados no tratamento de grande parte das doengas
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inflamatdrias e imunoldgicas como AR, doenga de Crohn, asma e lupus. Essa classe
de farmaco pode inibir a ativagdo de genes pro-inflamatérios como genes de
quimiocinas e moléculas de adesdo como da fosfolipase A2, gene responsavel por
liberar acido araquidénico para a metabolizagdo de COX e lipooxigenase (LOX). Ou
ainda estimular a transcrigdo de genes anti-inflamatérios (ORAY et al., 2016;
VANDEWALLE et al., 2018).

Em muitas doencgas inflamatérias crbnicas como asma, lupus e doencga de
Crohn é possivel realizar tratamento com medicamentos biolégicos que possuem
como alvo receptores de superficie, moléculas de sinalizacao intracelular e citocinas
envolvidas na resposta inflamatéria (GHOSH et al., 2010; YAMASHITA et al., 2023).
Todavia, 0 uso desses farmacos possui limitacdes de via de administracdo, sérios
efeitos colaterais hepaticos, gastrointestinais e renais, e altos custos de tratamento.
(CHIARELLA, 2019).

Tendo em vista que as terapias utilizadas para o tratamento da inflamacgao
cronica a longo prazo podem levar a efeitos colaterais sérios e custos elevados,
farmacos derivados de plantas tem se apresentado como uma alternativa de
tratamento adjuvante de baixo custo, uma vez que os produtos naturais podem
modular sinais pro-inflamatérios (DUDICS et al., 2018; SCOTTI; SCOTTI, 2022). Os
polifendis sdo uma classe de derivados de plantas que desempenham dentre muitas
propriedades, a atividade anti-inflamatoria e podem ser 6timos agentes terapéuticos
(KARASAWA et al., 2011; PENG et al., 2021).

Galato de metila

O galato de metila (GM) (3,4,5-tri-hidroxibenzoato de metila) (Figura 4), um
ester metilico do acido galico, € um composto polifendlico encontrado em diversas
plantas medicinais e alimentares como a Schinus terebinthifolius e Rosa rugosa
conhecido por suas atividades bioldgicas. (KANG et al., 2009; LIANG et al., 2023) O
uso de derivados de plantas medicinais como agentes terapéuticos tem sido
amplamente estudado nos ultimos anos em decorréncia da facilidade de acesso. O
GM devido aos seus diversos efeitos bioldgicos tem se mostrado um potencial agente
terapéutico (LIANG et al., 2023; SCOTTI; SCOTTI, 2022).
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Figura 4 - Estrutura quimica da substancia galato de metila
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Foi mostrado que o GM reduz o estresse oxidativo e atua na neuroprotecao e
na protecédo hepatica revelando um efeito antioxidante da substancia (CRISPO et al.,
2010; HSIEH et al., 2004; LUBIS et al., 2018). O GM também é conhecido por outros
efeitos biolégicos como antimicrobiano (KANG et al., 2009) antitumoral (LEE et al.,
2010) e anti-inflamatério (CORREA et.al, 2016).

Em um modelo de inflamacao intestinal o GM inibiu a via de sinalizagdo TLR4/
NFkB e regulou a polarizagdo de macrofagos diminuindo o processo inflamatorio
(ZHOU et al., 2022). J4 em modelos de inflamacgao articular o GM inibiu o recrutamento
de leucécitos, a ativagdo de macrofagos e a produgdo de mediadores inflamatdrios
demonstrando um efeito anti-inflamatério (CORREA et al., 2016) Também foi descrito
que o GM inibe MAPK e a expressdo de COX2 em macrofagos murinos ativados in
vitro (CORREA et al., 2020). Contudo, nao € elucidado o efeito do GM na atividade

dos neutrdfilos, o que é proposto pelo presente trabalho.
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