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INTRODUCAO

Ainflamagdo é um processo essencial para a sobrevivéncia dos organismos por consistir em uma resposta fundamentalmente protetora, que livra os organismos da causa inicial
da injiria e das consequéncias desta. Sem esse mecanismo, as infeccdes poderiam néo ser percebidas e os ferimentos causados poderiam nao cicatrizar, levando até a morte do
individuo. Este mecanismo de defesa é uma reacdo complexa que ocorre nos tecidos levando, principalmente, a respostas dos vasos sanguineos, leucdcitos, proteinas plasmaticas
e fagdcitos teciduais devido a secreo de fatores soltveis por células prdprias ou invasores estranhos. No entanto, a inflamacdo pode se tornar a prépria causa das injrias e de
doencas. Por esta razdo, hd uma grande necessidade do desenvolvimento de farmacos anti-inflamatdrios que controlem as sequelas nocivas da inflamagéo sem interferir em seus
efeitos benéficos (KUMAR et al., 2010).

As estatinas, também conhecidas como inibidores da 3-Hidroxi-3-Metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase, sdo usadas no tratamento da hipercolesterolemia, porém vem
sendo estudadas por seus efeitos pleiotrdpicos, como, por exemplo, seu potencial como agentes imunossupressores. Estudos recentes mostram que as estatinas, com destaque
para Atorvastatina (ATV), sao capazes de reprimir a indugdo do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC I) induzida por interferon-gama (IFN-y), de diminuir
a secreqdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y, MCL-1 e IL-1 e de reduzir a proliferacgo e ativacao dos linfécitos T. Deste modo, as estatinas podem ser importantes para o
manejo dlinico, jd que como farmacos anti-inflamatérios, seriam uma op¢do para permitir a modulagdo da resposta imune no tratamento de doengas inflamatdrias e auto-imunes,
além de seu uso ser benéfico para pacientes transplantados, ja que previne a rejeicao dos aloenxertos (NEURAUTER et al., 2002 e MACH, 2013).

OBJETIVO
Avaliar o efeito da Atorvastatina e de seus andlogos (da série PCSR) sobre a ativacdo e proliferacdo de macréfagos da linhagem RAW 264,7.

METODOLOGIA

1) Amostras: A atorvastatina célcica, assim como seus andlogos com potencial anti-inflamatdrio, foram sintetizados pelo laboratério de quimica medicinal,
liderados pela Dra. Nubia Boechat, do Centro de Tecnologia de Farmacos da Fundacdo Oswaldo Cruz (FarManguinhos — FIOCRUZ).

2) Cultura de células: Os macréfagos da linhagem RAW 264,7 foram gentilmente cedidos pela Dra. Marsen Garcia, do Laboratério de Imunologia Aplicada
do Departamento de Bioquimica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Esta linhagem de macréfagos é derivada de tumores induzidos pelo
virus da leucemia murina de Abelson, em camundongos machos BALB/c. As células foram cultivadas em meio DMEM, suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) e 1% de solucao de antibiéticos (Estreptomicina e Penicilina), em garrafas de 75cm? e mantidas em estufa imida a temperatura de
37°Ce 5% de C02 (CELMER, 2010).

3) Ensaio de sobrevivéncia: A populacao de células vidveis é ajustada para que se tenha 105 células/mL. Apés adesao celular, o meio foi substituido e as
células lavadas com PBS 1x para, em sequida, ser realizado o tratamento com ATV, PCSR02, PCSR08, PCSR09 e PCSR10 (Cf = 10, 100 e 1000 uM), controle
positivo — Mitomicina-C (Cf=1, 5, 10 e 50 pM) — e controle negativo - DMSO 1%. Depois disso, as placas foram armazenadas por 24h, 48h e 72h em estufa
a37°Ce 5% de €02. Apés os periodos pré-determinados, 0 meio com os produtos teste foram retirados, houve a lavagem com PBS 1x, foram adicionados
90 pL de DMEM e 10 pL de reagente WST-1 e a placa foi incubada novamente por 3h na estufa. Os resultados foram lidos em um espectrofotdmetro com
um comprimento de onda de 440 nm, onde foram considerados os valores de absorbancia como indicador da viabilidade celular (N= 3, triplicata) (Roche,
2006).

4) Avaliacao da proliferacdo: Para a avaliacdo da capacidade de inibicdo da ativacao e proliferacdo celular induzida por um agente inflamatdrio, foram
realizados o ensaio modificado de WST-1 e a contagem por exclusdo do Azul de Trypan. Foram incubadas 105 células em 1000 pL de DMEM até garantir
a adesdo das células ao substrato. Apés esse periodo, as células foram lavadas com PBS 1x e 990 uL de DMEM foram adicionados para, em sequida, ser
realizado o tratamento com o agente flogistico (LPS de E. coli 10 pg/mL), ATV, PCSR02, PCSR08, PCSR09 e PCSR10 (Cf =10, 100 e 1000 uM), Dexametasona
(Controle positivo - DEXA, Cf =100 nM) e DMSO 1% (controle negativo). Houve ainda o tratamento apenas com DMSO, sem a adi¢do do LPS. Depois disso,
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as placas foram incubadas por 48h em estufa a 37°C e 5% de C02 e apds o periodo pré-determinado, os sobrenadantes das culturas foram coletados em
criotubos e armazenados em feeezer a -70°C para posterior dosagem de citocinas. Foram adicionados 900 pL de DMEM e 100 pL de reagente WST-Te a
placa foi incubada novamente por 3h na estufa (N=3, triplicata). Os produtos da reacao foram transferidos para placas de 96 pocos para que a leitura da
placa pudesse ser realizada no leitor de microplacas no comprimento de onda de 440 nm. Para a contagem de células pelo método de exclusdo do Azul de
Trypan foi realizado o mesmo protocolo de incubacdo descrito anteriormente, porém, apds o tratamento de 48h com as amostras-teste, o sobrenadante
das culturas foi recolhido, as células foram soltas do substrato e foi realizada a contagem total de células vidveis (para estimar a proliferacdo) e invidveis
(para a estimativa da sobrevivéncia apds a ativacéo), apds a coloracdo com o corante Azul de Trypan, na cdmara de Neubauer, no microscopio dptico (N=2,
duplicata).

5) Andlise de dados: Os dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados utilizando os programas Microsoft Office Excel 2010 para Windows e
GraphPad Prism, utilizando one-way ANOVA com pés-teste de Tukey, p < 0,01.

RESULTADOS

0 ensaio de sobrevivéndia utilizou o limite de 80% de sobrevivéncia para considerar a toxicidade da substancia analisada por ndo ter sido possivel o calculo da DL50 das substancias
testes. O ensaio de sobrevivéncia por WST-1 mostrou que, no tempo de 48h, a Atorvastatina e o andlogo PCSR09 ndo sao téxicos em nenhuma das concentragdes testadas; ja os
anélogos PCSR02, PCSR08 e PCSR10 mostraram toxicidade quando namaior concentragdo (1000 uM). Jd o ensaio de sobrevivéncia realizado através do método com Azul de Trypan,
mostrou que nenhuma das substancias-teste sdo téxicas aos macréfagos utilizados, quando estas células apresentam-se ativadas.

0 indice de estimulagao (SI) foi analisado tanto pelo ensaio WST-1 quanto pelo método com Azul de Trypan. Apds tratamento das células com LPS, o Sl tende a se tornar maior
ou igual a 3, e por isso podemos considerar que as células estdo ativadas. No ensaio WST-1, quando tratadas também com Atorvastatina, ocorre uma reducdo no SI em todas as
concentragdes, porém, apenas com ATV de 100 e 500 uM mostra uma reducao no Sl estatisticamente significativa. Deste modo, pode-se dizer que houve redugdo na ativacao das
células testadas apenas nestas concentragdes; o tratamento com PCSR02 se mostrou eficiente em todas as concentragdes, ja que houve redugdo estatisticamente significativa em
todas as concentragdes testadas, e sendo assim, esse agente teste pode ser capaz de reduzir a ativagdo dos macréfagos; quando tratadas com PCSR08 e PCSR09. Os resultados
mostraram redugdo estatisticamente significativa apenas nas concentragdes de 100 e 1000 uM, e, assim como a ATV, apenas nessas concentracdes demonstraram a reducdo na
ativacdo das células utilizadas no experimento. Por fim, quando as células foram tratadas com PCSR10, houve reducdo estatisticamente significativa em todas as concentragdes
testadas, além disso, na concentragao de 100 pM, a redugéo foi bastante elevada, mostrando SI de, aproximadamente, trés vezes menor quando comparado ao do LPS, logo, é
possivel que este andlogo seja o mais promissor como medicamento anti-inflamatdrio.

Quando analisado pelo método Azul de Trypan, todas as substancias testadas, em todas as concentraes, mostraram uma redugdo estatisticamente significativa. Logo, todas as
substancias testadas reduzem a ativaco das células inflamadas. Além disso, corroborando com o dado anterior, a substancia possivelmente mais promissora como medicamento
anti-inflamatorio € 0 anélogo PCSR10, pois é 0 que mostra a maior redugdo do SI.

Além disso, foi possivel observar que todas as substancias utilizadas mostraram uma resposta dose-dependente em ambos os ensaios.

CONCLUSAO
Através dos resultados até entdo obtidos, pode-se considerar que a Atorvastatina e seus andlogos sdo drogas potencialmente anti-inflamatdrias, necessitando ainda de
ensaios in vitro e in vivo para confirmar estes efeitos.
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