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RESUMO

SOUSA, Thayane Vieira de. Estudo da atividade anti-inflamatdéria in vitro e in vivo de
principio ativo isolado dos frutos de Pterodon polygalaeflorus. 2019. 115 f. Dissertacao
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O género Pterodon (Fabaceae) compreende cinco espécies nativas do Brasil,
conhecidas como “Sucupira branca”. Seus frutos s3o amplamente utilizados na medicina
popular no tratamento de reumatismo, dor de garganta e outras desordens de natureza
inflamatéria. As atividades biologicas das espécies do género foram demonstradas em
diversos trabalhos e muitos deles relacionam os efeitos anti-inflamatérios e analgéesicos a sua
composicdo de diterpenos furanicos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial anti-inflamatdrio de compostos desta classe, obtidos de frutos de P. Polygalaeflorus,
através de modelos in vitro e in vivo. Frutos de P. polygalaeflorus foram macerados em
diclorometano por 15 dias, obtendo-se o extrato diclorometano (EDPg) com 39% de
rendimento. O EDPpg foi fracionado e de suas fragdes foi isolado um composto a partir de um
precipitado de cor branca, por técnicas de cristalizacao/recristalizacdo, caracterizado por GC-
MS, RMN 1H e 13H e por comparagdo com dados da literatura como o diterpeno 6a,7p3-
diidroxivouacapano-17p-oato de metila (Ppg-01). As analises cromatogréaficas indicaram
tratar-se de um composto com elevado grau de pureza. Ppg-01 inibiu (p<0,01) a producéo de
NO (58,2%), com 50 pg/mL, e a migracédo celular (p<0,001) no modelo de transwell (59,8%),
com 10 pg/mL, em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS. In vivo, Ppg-01 diminuiu
em até 53,8% (p<0,05) o edema induzido por carragenina em camundongos SW, diminuindo
0 espessamento da derme e a infiltracdo de células inflamatérias na da pata, avaliado
histologicamente. No modelo de artrite induzida por colageno Il (CIA), Ppg-01 diminuiu o
indice de artrite em até 52,8% (p<0,01), reduzindo o escore de severidade da doenca. A
andlise radiografica das patas revelou efeito protetor contra degradagdo 6ssea e anquiloses e a
analise histologica da articulacdo femorotibial e tarsal revelou menor hiperplasia sinovial,
com maior integridade articular e éssea. O peso corporal dos animais ndo foi afetado pelo
tratamento com Ppg-1, assim como o peso relativo do figado e rins. O peso relativo do timo
(p<0,01) e linfonodo popliteo (p<0,05) foi reduzido pelo tratamento com Ppg-01, assim como
a contagem de células do bago (p<0,05) e linfonodo popliteo (p<0,01). Na andlise de
linfdcitos, Ppg-01 provocou reducgdo (p<0,01) no numero total das subpopulacdes T CD8+
ativadas (CD8+CD69+) e B ativadas (CD19+CD69+) no linfonodo inguinal. No bago, o
tratamento diminuiu o numero total de linfocitos T CD4+ (p<0,05), T CD4+ ativadas
(CD4+CD69+) (p<0,001) e CD19+CD69+ (p<0,05). A analise comparativa dos parametros
hematoldgicos dos animais de CIA revelou que o tratamento com Ppg-01 ndo alterou o
hematocrito e o namero total de linfécitos, e aumentou a contagem total de leucdcitos,
monocitos e segmentados. Esses resultados permitem concluir que o Ppg-01 apresenta
potencial atividade anti-inflamatdria aguda e cronica e sugere que este possa ser um dos
principios ativos responsaveis pelas atividades atribuidas as espécies Pterodon.

Palavras-chaves: Pterodon polygalaeflorus. CIA. Antiartritico. Furano diterpeno.



ABSTRACT

SOUSA, Thayane Vieira de. In vitro and in vivo anti-inflammatory activity study of active
principle isolated from Pterodon polygalaeflorus fruits. 2019. 115 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 20109.

The genus Pterodon (Fabaceae) comprises five native species to Brazil, known as
"Sucupira branca”. Its fruits are widely used in folk medicine to treat rheumatism, sore throat
and other disorders of inflammatory nature. The biological activities of the species of the
genus were demonstrated in several studies, and many of them relate the anti-inflammatory
and analgesic effects to their constitution of furan diterpenes. Thus, this work aimed to
evaluate the anti-inflammatory potential this class of compounds obtained from fruits of P.
polygalaeflorus through in vitro and in vivo models. Fruits of P. polygalaeflorus were
macerated in dichloromethane for 15 days, obtaining the dichloromethane extract (EDPQ)
with 39% yelding. EDPpg was fractionated and of its fractions was isolated a compound from
a white precipitate, by crystallization/ recrystallization techniques, characterized by GC-MS,
1H and 13H NMR and by comparison with literature data as the diterpene 6a, methyl-7p-
dihydroxyivouacapane-17p3-oate (Ppg-01). Chromatographic analysis indicated a high purity
compound. Ppg-01 inhibited (p<0.01) the NO production (58.2%) with 50 pg/mL, and cell
migration (p<0.001) in the transwell model (59%), com 10 -pg/mL, in LPS-stimulated RAW
264.7 macrophages. In vivo, Ppg-01 reduced up to 53.8% (p<0.05) the carrageenan-induced
edema in SW mice, reducing dermis thickening and inflammatory cell infiltration in the
assessed paw tissue (histologically). In the collagen-induced arthritis (CIA) model, Ppg-01
decreased the arthritis index by up to 52.8% (p<0.01), reducing the severity score of the
disease. The radiographic analysis of the paws revealed a protective effect against bone
degradation and ankyloses, and the histological analysis of the femorotibial and tarsal joint
showed lower synovial hyperplasia, with greater joint and bone integrity. The body weight of
the animals was not affected by the treatment with Ppg-1, as well as the relative weight of the
liver and kidneys. The relative weight of the thymus (p<0.01) and popliteal lymph node
(p<0.05) was reduced by treatment with Ppg-01, as well as the total cell count of the spleen
(p<0.05) and popliteal lymph node (p<0.01). In the analysis of lymphocytes, Ppg-01 caused a
reduction (p<0.01) in the total number of activated T CD8+ (CD8+CD69+) and activated B
cells (CD19+CD69+) in the inguinal lymph node. In the spleen, the treatment decreased the
total number of T CD4+ cells (p<0.05), activated T CD4+ (CD4+CD69+) (p<0.001) and
CD19+CD69+ cells (p<0.05). The evaluation of hematological parameters of the CIA animals
showed that the treatment with Ppg-01 did not change the hematocrit and total lymphocyte
counts, and increased the total leukocyte, monocyte, and segmented counts. These results
allow us to conclude that the Ppg-01 diterpene has potential acute and chronic anti-
inflammatory activity and suggests that it may be one of the active principles responsible for
the biological activities attributed to Pterodon species.

Keywords: Pterodon polygalaeflorus. CIA. Anti-arthritic. Furane diterpene.
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INTRODUCAO

A inflamacdo € um mecanismo protetivo da microcirculagdo que se inicia em resposta
a uma infecgdo ou injdria tecidual e tem por objetivo o retorno da homeostase. Assim, as
respostas inflamatorias locais e sistémicas visam eliminar o estimulo inicial, promover o
reparo tecidual e a cicatrizacdo, e no caso de infeccao, estabelecer memoria imunologica de
tal forma que uma nova exposicdo ao antigeno desencadeie uma resposta mais rapida e
especifica (Fullerton e Gilroy, 2016). Falhas nesses mecanismos resultam na predisposi¢cdo ao
desenvolvimento de inflamacdo crénica e autoimunidade, que estdo envolvidos na patogénese
de diversas doencas inflamatorias humanas (Lawrence e Gilroy, 2007; Sugimoto et al., 2016;
Scheet e Neurath, 2018), como a artrite reumatoide.

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga cronica autoimune de natureza incapacitante,
que se caracteriza por sinovite, a qual leva a degradacdo articular e 6ssea, estando associada a
comorbidades sistémicas (Gabriel, 2008; Innala et al., 2016; Mclnnes e Schett, 2017; Smolen,
2018). As falhas nas estratégias de tratamento atuais tornam necessaria a procura por
alternativas terapéuticas para a doenca.

A pesquisa com produtos naturais, sobretudo plantas, € um dos alvos importantes, uma
vez que elas apresentam em sua composicdo metabdlitos secundarios responsaveis pelos
efeitos medicinais relatados desde a pré-historia (Calixto e Siqueira, 2008).

Neste sentido, a espécie escolhida para este estudo é a Pterodon polygalaeflorus, uma
planta nativa do Brasil, conhecida como “sucupira”, cujos frutos sdo utilizados na medicina

popular para tratamento de reumatismo, dor de garganta e outras desordens inflamatorias.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Plantas Medicinais: Aspectos historicos e importancia atual

Desde a pré-historia, o ser humano busca nos recursos da natureza a cura de suas
doencas, seja essa fonte obtida de plantas, animais ou minerais (Calixto e Siqueira, 2008).
Diversas evidéncias, como documentos escritos ou monumentos preservados, revelam que a
busca da salde pelo uso de plantas é tdo antiga quanto a existéncia da propria humanidade.
Sabe-se também que as descobertas sobre a forma pela qual as plantas promoviam essa cura
foi empirica. A partir dai, com base nas informacGes e experiéncias que foram passadas de
geragdo em geragdo (Thomford et al., 2018), esse conhecimento se propagou de forma que
permitisse a comprovacdo cientifica de muitos desses achados antigos, permitindo o
conhecimento dos mecanismos envolvidos na cura e o desenvolvimento de medicamentos
usados na medicina atual (Gurib-Fakim, 2006; Petrovska, 2012; Mushtag et al., 2018).

A evidéncia escrita mais antiga da utilizacdo das plantas para a saide humana é da
Mesopotamia e data de aproximadamente 2.600 a.C.. Em escrita cuneiforme, tdbulas de argila
registram diversas plantas e preparacdes, como 6leos de Cupressus sempervirens (Cypress) e
espécies de Commiphora (myrrh) que sdo até hoje utilizadas no tratamento de tosses,
resfriados e inflamacdo. Outras civilizacbes como 0s egipcios, greco-romanos e chineses,
utilizavam e registraram a utilizacdo terapéutica das plantas (Gurib-Fakim, 2006; Calixto e
Siqueira, 2008; Dias et al., 2012).

Todo esse conhecimento, ainda que obtido com base na tentativa-erro, permitiu que as
praticas medicinais tradicionais formassem as bases da maioria dos primeiros medicamentos,
seguido dos estudos clinicos, farmacologicos e quimicos subsequentes (Dias et al., 2012).

Foi sO6 no século XIX que se iniciou a procura por principios ativos presentes nas
plantas medicinais, criando-se assim, 0s medicamentos como conhecemos atualmente. Em
1806, investigacGes com Papaver somniferum L. (opium poppy), citada em registros sumérios
e gregos como sendo medicinal, e em registros arabes como viciante, resultaram no
isolamento do alcaloide morfina (Calixto e Siqueira, 2008; Dias et al., 2012).

Entretanto, o exemplo mais importante da medicina tradicional na descoberta de
medicamentos foi a descoberta da salicina, em 1829, a partir da planta Salixalba. Em 1839,

realizou-se a primeira modificacdo estrutural da salicina, originando o 4acido salicilico,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomford%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29799486
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utilizado no tratamento da artrite reumatoide. Este isolamento é até hoje considerado um
marco histérico no desenvolvimento da inddstria farmacéutica mundial (Calixto e Siqueira,
2008; Dutra et al., 2016).

Desde 2002 a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) reconhece a medicina tradicional
como importante nos cuidados de saude. A instituicdo define medicina tradicional como o
conhecimento, habilidades e praticas baseadas nas teorias, crencas e experiéncias da
populacédo e de diferentes culturas indigenas, explicaveis ou ndo, usadas na manutencdo da
salude, bem como na prevencdo, diagnostico, melhoria ou tratamento de doencas (WHO,
2013).

De acordo com a OMS, cerca 80% da populacdo de paises em desenvolvimento
dependem essencialmente de plantas para seus cuidados de satde primarios devido a pobreza
e a dificuldade de acesso a medicina moderna (Calixto, 2008; WHO, 2011; Fagg et al., 2015).
Até agora, mais de 20000 plantas medicinais tém sido listadas pela OMS e estima-se que até
2020 o mercado global de plantas medicinais possa ultrapassar cem bilhdes de dolares, o que
representa 20% do mercado total de medicamento (Zhu et al., 2018).

O uso tradicional de fitoterapicos geralmente preserva a composicdo original e a
integridade da planta de origem, de modo que a planta inteira, ou uma porcentagem desejada
de seus componentes minimamente adulterados, é usada para fins medicinais (Falzon e
Balabanova, 2017). A fitoterapia vem ganhando mercado crescente mundialmente devido a
diversos fatores como: efeitos adversos de farmacos sintéticos, preferéncia dos consumidores
por tratamentos “naturais”, crescente validagdo cientifica das propriedades farmacolédgicas de
espécies vegetais, desenvolvimento de novos métodos analiticos para o controle de qualidade,
desenvolvimento de novas formas de preparagdes e administracdo dos produtos, e relativo
baixo custo (Calixto, 2000; Souza-Moreira et al., 2010).

Nas Ultimas décadas tem-se observado em todo 0 mundo um aumento no interesse em
produtos medicinais derivados de plantas superiores, principalmente por parte dos paises
desenvolvidos, como EUA e paises da Europa. Dessa forma, cada vez mais 0s compostos
derivados de produtos naturais sdo empregados na medicina moderna, onde desempenham
importante papel na sintese de moléculas mais complexas. Estima-se que aproximadamente
30% dos medicamentos avaliados sdo de fonte natural (plantas e micro-organismos),
alcancando 60% nos medicamentos na area de oncologia (Calixto e Siqueira, 2008; dutra et
al., 2016).

Gracas ao avanco de tecnologias como a cromatografia liquida de alta performance,

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e a espectrometria de massas, tem-se
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observado um maior avanco no campo da quimica medicinal. Isso tem permitido a
identificacdo de componentes fitoquimicos complexos e sua utilizagdo para a descoberta de
medicamentos (Zhu et al., 2018; Thomford et al., 2018).

No Brasil, pelo Ministério da Saude, a primeira diretriz para avaliar a seguranca,
qualidade e eficacia dos medicamentos a base de plantas, comercializados no pais, foi
estabelecida apenas em 1994, tendo como base guias da OMS e diretrizes alemads e francesas.
Nas duas ultimas décadas essas diretrizes vém sendo melhoradas cada vez mais e novas estdo
sendo lancadas, visando melhorar tal avaliacdo (Dutra et al., 2016). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autarquia vinculada ao Ministério da Saude, é o principal
6rgdo responsavel pela regulamentacdo do uso de plantas medicinais no Brasil e é responsavel
por normatizar, controlar e fiscalizar produtos, substancias e servicos de interesse para a satde
(Brasil, 1999; Calixto e Siqueira, 2008).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, distribuida em seis biomas:
Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Ministério do Meio
Ambiente, 2017). A biodiversidade brasileira compreende mais de 50.000 espécies de plantas
superiores que representam aproximadamente 20-22% do total existente no planeta. Em
funcdo disso, sobretudo devido a grande tradicdo do uso de plantas pela medicina popular no
pais, os estudos das suas propriedades medicinais vém sendo explorado extensivamente pelos
pesquisadores brasileiros e, mais recentemente, pela industria farmacéutica, interessada em
desenvolver novos medicamentos (Calixto e Siqueira, 2008; Dutra et al., 2016).

Apesar do potencial de mercado e do grande interesse em plantas medicinais no Brasil
recentemente, apenas um agente fitoterapico brasileiro (Acheflan®, produzido a partir do 6leo
de Cordia verbenacea) é encontrado na lista dos 20 produtos fitoterapicos mais vendidos no
pais. Este fato revela o baixo desenvolvimento nacional no que diz respeito a iniciativas de

inovagdo em novos agentes fitoterapicos no pais (Dutra et al., 2016).

1.2. Género Pterodon

A espécie utilizada neste trabalho pertence ao género Pterodon spp., pertencente a
familia Fabaceae. O género Pterodon spp., compreende cinco espécies nativas do Brasil,
sendo elas: Pterodon abruptus Benth., Pterodon apparicioi Pedersoli, Pterodon pubescens

Benth., Pterodon polygalaeflorus Benth. e Pterodon emarginatus VVogel. Curiosamente, as


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomford%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29799486

21

espécies Pterodon emarginatus e Pterodon pubescens foram descritas inicialmente como
sendo espécies distintas. Entretanto, Vogel demonstrou que esta ultima espécie se tratava na
verdade de P. emarginatus, nome que passou a ser considerado oficialmente para fazer
referéncia as duas espécies (Hansen et al., 2010; Oliveira et al., 2016).

As espécies do género sdo popularmente conhecidas como sucupira e encontram-se
amplamente distribuidos na regido central do Brasil (Goiés, Minas Gerais e Sdo Paulo), com

suas arvores podendo alcancar de 5 a 10 m de altura (Dutra et al., 2008; Hansen et al., 2010).

Figura 1 - Flores, frutos e exemplares das espécies Pterodon

.
4| ° [
\ o A

Legenda: As imagens de A-D representam a espécie Pterodon pubescens e as de E-G a espécie Pterodon
polygalaeflorus. K) madeira do tronco processada. H-J, frutos disponiveis no mercado. L-M, frutos da
espécie Pterodon polygalaeflorus em estudo.

Fonte: A-K) https://www.google.com.br/search, acesso em 24/01/2019; L-M) arquivo pessoal.

Os frutos das espeécies de Pterodon sdo amplamente utilizados na medicina tradicional
no tratamento de diversas doencas, como reumatismo, dor de garganta, doencas respiratorias,
e por apresentarem atividades farmacoldgicas diversas, como anti-inflamatéria, analgésica,
antirreumatica, antiulcerogénica (Pio Correa, 1975; Duarte et al., 1996; Dutra et al., 2009;
Fagg et al., 2015). Sua utilizacdo no tratamento de doencas foi descrita por naturalistas ainda
no século XIX e atualmente seu uso ainda é bastante disseminado na populagdo (Fagg et al.,
2015; Oliveira et al., 2016).
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As avaliacGes sobre as atividades bioldgicas, bem como o isolamento de compostos
presentes no género Pterodon comecaram na década de 60, com o isolamento, por Mors e
colaboradores, dos diterpenos 14,15-epoxigeranilgeraniol e do geranilgeraniol a partir do 6leo
obtido dos frutos de P. pubescens, efetivo como agente quimioprofilatico na esquistossomose,
com alta acdo bioldgica contra a cercaria de S. mansoni (Mors et al., 1967).

Na década de 70, diterpenos foram isolados a partir dos frutos de P. emarginatus
(Mahajan e Monteiro, 1970; 1973). Outros estudos fitoquimicos com espécies do género
Pterodon demonstraram a presenca de isoflavonas, sesquiterpenos e diterpenos no 6leo do
fruto (Fascio, 1976; Arriaga et al., 2000), isoflavonas e triterpenos na madeira do tronco
(Braz-Filho, 1970, 1971; Marques, 1998); alcaloides, saponinas, glicosideos, e esteroides na
casca das arvores (Torrenegra et al.,, 1989; Torrenegra et al., 2010); e esteroides,
sesquiterpenos, isoflavonas e saponinas em suas folhas (Santos et al., 2010; Negri et al.,
2014; Hoscheid e Cardoso , 2015). Estudos quimicos com P. emarginatus demonstraram a
presenca de compostos alcaloides na casca (Torrenegra et al., 1989) e sesquiterpenos no 6leo
essencial dos frutos (Dutra et al., 2008; 2009).

Algumas propriedades medicinais das espécies de Pterodon, como o tratamento da
artrite reumatoide, foram estudadas baseadas no conhecimento popular da ingestdo de
infusdes a base de vinho, principalmente, ingeridas em pequenas quantidades, em intervalos
regulares (Pio Correa, 1975; Nunan, 1982, Cardoso et al., 2008; Hoscheid e Cardoso , 2015;
Mendes et al., 2017).

Estudos desenvolvidos em nosso laboratério (LIA-BPPN-UERJ) demonstraram alta
atividade antiartritica do extrato hidroalcodlico de P. pubescens no modelo in vivo de artrite
induzida por colageno Il (CIA). Foi observada, apés o tratamento do tipo preventivo com o
extrato, uma reducdo no indice de artrite, bem como na incidéncia de CIA. No tratamento do
tipo terapéutico, a dose de 5 mg/kg foi capaz de inibir os mesmos parametros (Sabino et al.,
1999b).

Em trabalho publicado no mesmo ano, o extrato etanolico de P. pubescens foi avaliado
guanto ao seu efeito toxicoldgico em ensaios in vitro e in vivo. Foi demonstrada auséncia de
toxicidade aguda e de atividade mutagénica em camundongos DBA/1J e auséncia de
citotoxicidade para células mononucleares do sangue periférico, nas concentragdes testadas
(Sabino et al., 1999a). Nosso grupo também mostrou que o tratamento diario de camundongos
com CIA com 5 mg/kg do extrato hidroalcoolico de P. Pubescens, levou a inibi¢do de 59% do

indice de artrite. Adicionalmente, ndo foram observadas alteracdes nas analises
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hematoldgicas, histopatoldgicas, peso relativo de érgdos ou parametros bioquimicos do soro,
sugerindo auséncia de toxicidade subaguda (Coelho et al., 2001).

Atividade anti-inflamatoria também foi demonstrada (Carvalho et al., 1998),
utilizando frutos de P. emarginatus. Estes autores demonstraram que o extrato hexanico desta
espécie foi capaz de inibir a migracéo de neutréfilos e a formagéo de tecido granulomatoso, e
relacionou esta atividade a presenga de compostos terpénicos no extrato (Carvalho et al.,
1998). A atividade anti-inflamatoria observada em P. Pubescens, demonstrada por Sabino e
colaboradores (1999a, 1999b), também foi atribuida a presenca de furanoditerpenos, que
apresentam esqueleto de vouacapano, alguns isolados por Fascio et al. (1976).

A atividade antiedematogénica também foi demonstrada em P. pubescens, utilizando o
modelo de edema de pata induzido por carragenina e de edema de orelha induzido por éleo de
créton. Este trabalho, realizado por nosso grupo, demonstrou que o extrato oleaginoso dos
frutos de P. pubescens apresenta atividade anti-inflamatéria aguda e tdpica. Além disso,
sugeriu-se que outros compostos, além dos derivados de vouacapano, tivessem participacao
nessa atividade (Silva et al., 2004).

O oleo dos frutos de P. pubescens e o geranilgeraniol, um isoprenoide natural dele
isolado que apresenta propriedades anti-inflamatorias, foram avaliados quanto a agdo na
agregacdo plaquetaria e formacdo de tromboxano A2 (TXA2) e prostaglandina E; (PGE,).
Observou-se que o geranilgeraniol interfere no metabolismo do &cido araquidénico inibindo a
enzima ciclooxigenase 1 (COX-1) (Calixto et al., 2007).

Utilizando o extrato etanolico dos frutos da mesma espécie, nosso grupo estudou seus
efeitos sobre linfocitos T e B em camundongos saudaveis, tendo observado resposta
imunossupressora celular e humoral in vivo, promovida por tratamento com o extrato por via
oral, além de reducdo da produgdo in vitro de dxido nitrico por macréfagos (Cardoso et al.,
2008).

Além destas, outras atividades bioldgicas tém sido descritas para as espécies do género
Pterodon. Em 1976, Neto demonstrou uma atividade microbicida in vitro para P.
emarginatus. Em 2008, Dutra e colaboradores investigaram o contetdo fendlico dos frutos de
P. emarginatus e observaram promissora atividade antioxidante das fragbes butandlica e
metanolica (Dutra et al., 2008). No mesmo ano, Menna-Barreiro e colaboradores (2008)
demonstraram o potencial tripanocida do geranilgeraniol, um composto presente na fracao
hexanica do extrato etandlico de P. pubescens. Recentemente, Mendes e colaboradores
(2017) demonstraram atividade microbicida do 6leo essencial e do extrato hidroalcodlico de

P. emarginatus contra Staphylococcus aureus. Nanoemulsdes do 6leo também apresentaram
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atividade antiparasitaria contra monogenoideas de peixes (Valentim et al., 2018) e atividade
larvicida contra Aedes aegypti, sendo esta Gltima atividade relacionada a inibicéo reversivel
da acetil colinesterase, com auséncia de toxicidade aguda em mamiferos (Oliveira et al.,
2016).

Nosso grupo também investigou a propriedade antileucémica de P. pubescens. Foi
demonstrado por Pereira e colaboradores (2010) o efeito inibidor do extrato etanolico de P.
pubescens sobre o crescimento celular e indugdo de parada do ciclo celular na fase G1, em
experimentos utilizando a linhagem leucémica mieloide K562. Também foi demonstrado que
a subfracdo SF5 do mesmo extrato, rica em terpenos e diterpenos, induzia apoptose de células
K562 in vitro, através de modulagdo da expressdo génica (Pereira et al., 2011; 2012). Martino
e colaboradores (2014) revelaram efeito citotoxico desta mesma subfracdo sobre células de
leucemia linfocitica (Jurkat), induzindo apoptose por via mitocondrial, ndo mostrando

citotoxicidade para células mononucleares do sangue periférico, nas concentrac@es testadas.

1.2.1. A espécie Pterodon polygalaeflorus Benth.

Como nas demais espécies do género, os principais compostos isolados na espécie
Pterodon polygalaeflorus Benth. sdo diterpenos, que pertencem a classe dos terpenoides, 0s
quais constituem a maior classe de metabdlitos secundarios (Pimenta et al., 2006; Hoscheid e
Cardoso, 2015). Alguns desses constituintes foram identificados e isolados, assim como
compostos de outras classes de metabolitos secundarios, e seus efeitos biologicos foram
demonstrados em diversos trabalhos, como descrito a seguir.

Diterpenos e triterpenos foram isolados e descritos em P. polygalaeflorus, bem como o
flavonoide taxifolina (Nunan, 1985; Marques et al., 1998; Arriaga et al., 2000). Nunan (1982,
1985) demonstrou a atividade anti-inflamatoria do furano diterpeno 6,7-dihidroxi-vouacapan-
17-oato de sédio, isolado do 6leo dos frutos de P. polygalaeflorus, utilizando o modelo de
inflamacdo aguda de edema de pata, induzidos por carragenina. Em 1990, Campos e
colaboradores isolaram, e identificaram a partir do extrato hexanico dos frutos de P.
polygalaeflorus, os seguintes componentes: ilangeno, a-capaeno, B-cariofileno, a-humuleno,
y-elemeno e 6-cadineno (Campos et al., 1990). Do extrato acetonico do cerne e do alburno do
tronco foram isolados e identificados isoflavonoides e triterpenoides, que tiveram sua

estrutura caracterizada por metodos espectrométricos (Marques et al., 1998). Dentre o0s
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terpenos isolados e identificados no extrato hexanico da espécie P. Polygalaeflorus estdo o
6a-hidroxivouacapano-7p,17B-lactona, o acido 6a,7p-dihidroxivouacapano-17p3-oico e 0
60,7p-dihidroxivouacapano-17p3-oato de metila, (Campos et al., 1994). O composto 6a,7p-
dihidroxivouacapano-17p-oato de metila, por sua vez, foi testado em modelo de contor¢édo
animal, onde foi demonstrado o envolvimento de aminas biogénicas no efeito antinociceptivo
observado (Duarte et al., 1996).

Os diterpenoides 6a-hidroxivouacapano e 6a,7p3,14p,19-tetrahidroxivouacapano, e 0
flavonoide taxifolina foram isolados a partir do extrato hexanico dos frutos de P.
polygalaeflorus por Arriaga e colaboradores (2000), além do 6a,7Bdihidroxivouacapan-17f3-
oato de metila, j& descrito neste extrato (Campos et al., 1994).

Estudo fitoquimico com os extratos metanolico e hexanico dos frutos de P.
Polygalaeflorus, realizado por Pimenta e colaboradores (2006), forneceu trés diterpenos
furénicos: vouacapano, relatado pela primeira vez como produto natural, 6-a-
acetoxivouacapano e 6-a-hidroxivouacapano. O grupo avaliou a atividade larvicida dos
extratos, do oOleo essencial dos frutos e do 6a-acetoxivouacapano, isolado do extrato
metanolico, e observou promissora atividade no extrato hexanico, que apresentou ClLsy 23,99
+ 0,75 pg/mL em ensaios com larvas de Aedes aegypti de estagio trés (Pimenta et al., 2006).
O extrato etanolico de P. Polygalaeflorus apresentou significante atividade larvicida contra
Aedes aegypti (De Omena et al., 2006), enquanto o extrato aquoso teve seu potencial
antinociceptivo, anti-inflamatério e bronco dilatador avaliados (Leal et al., 2000). Os autores
observaram inibicdo de 50 e 55% (100 e 200 mg/kg) das contor¢Bes induzidas por acido
acético na segunda fase de resposta; de 34 e 41% (100 e 200 mg/ kg) no modelo de dor
induzida por formalina; inibicdo de 68% (200 mg/kg) do edema de pata induzido por
carragenina e de 26 e 32% (200 e 400 mg/kg) do edema de pata induzido por dextrano; e foi
demonstrada alta atividade bronco dilatadora em ensaio de relaxamento de traqueia isolada de
cobaia, revelando um ECsp de 1,7 mg/mL (Leal et al., 2000).

Em estudos feitos por Evangelista e colaboradores (2007) foi demonstrado que o 6leo
essencial de P. polygalaeflorus € capaz de inibir a contragdo muscular de traqueia isolada de
ratos, através de mecanismo de acoplamento eletromecanico. Leonhardt e colaboradores
(2010) também mostraram efeito miorrelaxante e antiespasmodico do 6leo essencial de P.
polygalaeflorus e de seu constituinte B-cariofileno, sendo observada inibigdo da contratilidade
do ileo isolado de ratos.

O oleo essencial dos frutos de P. polygalaeflorus foi avaliado por Coelho-de-Souza e

colaboradores (2018) quanto ao seu efeito agudo toxico, bem como atividade antinoceptiva e
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antiedematogénica. O oOleo apresentou dose letal (LDsg) de 3,4 g/kg, sendo classificado na
categoria de baixa citotoxidade. Quanto ao seu efeito farmacoldgico, reduziu o nimero de
contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético, o niumero de lambidas no modelo de
formalina na primeira e na segunda fase, e o tempo de laténcia, no modelo de placa quente.
Esta atividade antinoceptiva foi atribuida em parte a atividade anti-inflamatéria, uma vez que
na segunda fase do modelo de formalina h& o envolvimento de mediadores inflamatorios.
Além disso, também apresentou atividade antiedematogénica nos modelos de edema de patas
induzido por carragenina e dextrana.

Em 2013, em trabalho realizado por nosso grupo, estudou-se a composi¢do do 6leo
essencial obtido dos frutos de P. polygalaeflorus sendo avaliado seu efeito sobre a
inflamacéo, e sobre a sobrevivéncia e proliferacdo de linfdcitos. A caracterizacdo quimica do
6leo revelou a presenga de P-cariofileno (34,95%) e P-elemeno (28,04%), como seus
constituintes majoritarios. Na avaliacdo anti-inflamatéria, pelo modelo de bolha de ar,
observou-se que a administracdo do Oleo essencial foi capaz de inibir o recrutamento de
leucdcitos e a exsudacdo de proteinas para a cavidade da bolha. As analises macroscépicas
das bolhas revelaram reducdo na vermelhiddo e na vasodilatacdo do tecido, apds tratamento.
Além disso, demonstrou-se inibicdo da proliferacdo de linfocitos, com parada do ciclo celular
na fase G1, além de inducdo de apoptose nessas células. Também foi observada uma
modulacdo da ativacdo celular em nivel de subpopulagdo de linfocitos, caracterizada por
aumento da populacéo de células B ativadas e reducdo na populacéo total de células T CD8+e
na de células T CD8+ ativadas (Velozo et al., 2013).

Continuando os estudos desta espécie, nosso grupo realizou analises fitoquimicas e
farmacoldgicas dos extratos de P. polygalaeflorus. Pinto e colaboradores (2013)
caracterizaram o0s extratos etanolico (EEPpg), hexanico (EHPpg) e diclorometanico (EDPpg),
0s quais tiveram seus efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo avaliados. As analises
fitoquimicas relevaram a presenca de sesquiterpenos hidrocarbonados, sesquiterpenos
oxigenados e furanoditerpenos nos extratos. Furanoditerpenos com grupo vouacapano estao
presentes nos trés extratos, constituindo 39%, 49% e 41% dos compostos em EHPpg, EDPpg
e EEPpg, respectivamente. Os resultados obtidos mostram que todos 0s extratos sédo capazes
de inibir a producdo de nitrito em macréfagos murinos, sendo o EHPpg o mais eficiente,
associado a baixa citotoxicidade. Observou-se uma redugdo na infiltracdo de neutréfilos no
exsudato da bolha de ar, induzida no dorso de camundongos, sendo esta redugdo mais
significativa para o EHPpg, cujo percentual de inibicdo foi de 62,3%. Esse dado foi

corroborado pelas analises macroscopicas do tecido da bolha, onde o tratamento com o
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extrato foi capaz de reduzir a vermelhiddo e a vasodilatagdo, bem como o acumulo de
leucdcitos na camada profunda do tecido (Pinto et al., 2013).

Em trabalho recente do nosso grupo sobre a acdo imunoreguladora e caracterizacao
fitoquimica das fracdes (Frl-4) do EHPpg, foi revelada a presenca de diterpenos com
esqueleto vouacapano nas fracbes Fr3 e Fr4, aos quais foram atribuidas as agdes observadas.
As fracOes Fr3 e Fr4 apresentaram efeito inibidor sobre a produgdo de NO e citocinas, por
macrofagos, e sobre a migracdo in vitro e in vivo destas mesmas células, ndo havendo reducao
da viabilidade celular (Leal et al., 2018).

Dada a importancia dos efeitos farmacoldgicos da P. polygalaeflorus, serd abordado a

seguir alguns aspectos de relevancia da resposta imune e inflamatoria.

1.3. Imunidade inata e adaptativa

O sistema imunoldgico, responsavel pela resposta imunoinflamatoria, é dividido em
imunidade inata e adaptativa.

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo contra corpos estranhos
ou micro-organismos. Ela consiste numa resposta rapida e estereotipada, inespecifica aos
antigenos, os quais sdo reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (RRP)
presentes nas células efetoras. Esses receptores sdo capazes de reconhecer moléculas
altamente conservadas em patogenos e moléculas indicadoras de estresse e morte celular. Esse
reconhecimento desencadeia mecanismos que visam a eliminacao da fonte do estimulo nocivo
(Clark e Kupper, 2005; Turvey e Broide, 2010; Marshall et al., 2018).

A imunidade inata é representada por barreiras fisicas, quimicas e biolégicas, células
efetoras (mondcitos, macrofagos, neutrofilos, celulas dendriticas mastocitos, basofilos,
eosinofilos, células natural killer e células linfoides inatas), e moléculas solveis, que estdo
presentes em todos os individuos, independente do contato prévio com imundgenos ou
agentes agressores (Cruvinel et al., 2010; Romo et al., 2016; Marshall et al., 2018).

A ampla variedade de estruturas antigénicas dos patdgenos e sua capacidade de
sofrerem mutacgdes dificultam sua deteccdo pelo hospedeiro e impulsionaram a evolugdo da
imunidade adaptativa. O sistema imune adaptativo depende de receptores que sao
selecionados em processos de recombinagdo somatica de varios segmentos génicos. 1sso

resulta em uma resposta altamente especifica, flexivel e com grande diversidade de
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reconhecimento de antigenos. A resposta observada é caracterizada por autolimitacéo,
tolerancia a componentes proprios do organismo e memoria imunoldgica, que permite acéo
mais rapida em caso de reexposi¢do ao mesmo antigeno (Bonilla e Oettgen, 2010; Marshall
etal., 2018).

A imunidade adaptativa envolve a interacdo de células apresentadoras de antigenos
(APCs) com linfécitos T e B, responsaveis pela resposta imune celular e humoral,
respectivamente. Linfdcitos T antigeno-especificos séo ativados e proliferam em resposta ao
contato com peptideos antigénicos ligados a moleéculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | ou Il apresentados na superficie das APCs ao
receptor de células T (TCR) e o correceptor (CD4 ou CD8). A apresentacdo de antigeno pelas
moléculas de MHC classe | ativa as células T citotoxicas (CD8"), que sdo envolvidas na
destruicdo de patdgenos intracelulares e células tumorais, enquanto a apresentacdo pela
molécula de MHC de classe Il ativa linfocitos T helper (Th) (CD4"), envolvidos na
modulacdo da atividade de outras células (Bonilla e Oettgen, 2010; Marshall et al., 2018). A
ativacdo dos linfécitos Th pode induzir diferentes tipos de respostas (resposta Thl, Th2,
Thl7, Treg) como consequéncia do repertorio de citocinas do microambiente, da
concentracdo do antigeno, do tipo de APCs e das moléculas coestimulatérias. Como resultado
dessa diferenciacdo tem-se diferentes perfis de liberacdo de citocinas e influéncias sobre
outros tipos celulares (Mosmann et al., 1986; Luckheeram et al., 2012; Marshall et al., 2018).

Ja os linfécitos B, uma vez ativados, ou se diferenciam em células plasmaticas
produtoras de anticorpos ou em células de memoria. Eles também podem atuar como APC
(Bonilla e Oettgen, 2010; Marshall et al., 2018).

1.4. Inflamacao

A inflamacdo € um processo fisiologico do organismo que ocorre em resposta a
alguma infeccdo, desafio antigénico ou injdria tecidual. Sua principal fungdo ¢é a defesa do
organismo visando a resolugdo do problema e restaurando a homeostase, através da
eliminacdo do patogeno ou irritante e da potencializacdo do reparo tecidual (Figura 2). No
entanto, esta resposta, quando em excesso, pode ser prejudicial, resultando na inflamacao

crbnica, com injuria tecidual e disfuncdo de orgaos, podendo levar a doencas crénicas como
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asma, diabetes, doencas cardiovasculares e artrite reumatoide (Figura 2) (Sherwood e Toliver-
Kinsky, 2004; Pan et al., 2010; Sehran et al., 2010; Netea et al., 2017).

A Figura 2 também mostra os cinco sinais cardinais que caracterizam a inflamacéo. A
descricdo dos quatro primeiros sinais: rubor (vermelhiddo), tumor (inchaco, edema), calor e
dor, por Cornelius Celsus, médico romano, no tratado De Medica, data do século | d.C.. O
quinto sinal cardinal, a perda de funcdo, foi relatado em 1858 por Rudolph Virchow,
conhecido como o “pai da patologia moderna” em seu trabalho Cellular pathologie (Ryan e
Majno, 1977; Medzhitov et al., 2010).

De acordo com o tempo de duracdo e com suas caracteristicas patoldgicas, a
inflamacéo pode ser dividida em inflamacéo aguda e inflamagé&o crénica.

Figura 2 - Os caminhos na inflamacdo aguda: resolucdo ou inflamacéo crénica?
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1.4.1. Inflamacdo aguda

7

A inflamacdo aguda é um processo relativamente curto (horas a dias) com
predominancia de elementos da imunidade inata, onde as primeiras células envolvidas séo

neutréfilos e macréfagos (Cruvinel et al., 2010). Durante uma infec¢do ou injaria tecidual, o
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reconhecimento dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e/ou padrdes
moleculares associados a danos (DAMPSs) pelos RRPs, presentes nas células da imunidade
inata (ex. macrdfagos residentes de tecido), iniciam uma cascata de sinalizacdo que visa a
producdo e liberacdo de mediadores inflamatorios (Chen et al., 2018). Esses mediadores séo
responsaveis pela producéo de um exsudato inflamatério, formado por proteinas plasmaticas e
leucocitos recrutados para o sitio da infecgdo ou injaria (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004;
Medzhitov, 2008; Newton e Dixit, 2012). Apds o0 extravasamento, os leucocitos seguem até o
local da inflamagdo, atraidos por moléculas sollveis quimioatraentes. Entre 0s
quimioatraentes estdo produtos bacterianos, como peptideos com terminal N-formil-metionil,
leucotrienos e componentes do sistema complemento, como C5a (Kolaczkowska e Kubes,
2013). Todo esse processo ocorre em duas etapas denominadas eventos vasculares e
celulares.

Os eventos vasculares caracterizam-se por alteragdes na superficie do endotélio que
se iniciam por meio de constricdo transitoria de arteriolas, seguida por vasodilatacdo local e
aumento da permeabilidade capilar, que sdo estimuladas por mediadores inflamatorios, como
oxido nitrico (NO) e prostaglandinas vasodilatadoras (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004;
Medzhitov, 2010; Kolaczkowska e Kubes, 2013). A vasodilatacdo resulta no aumento do
fluxo sanguineo local, e caracteriza-se clinicamente por vermelhiddo e calor (Sherwood e
Toliver-Kinsky, 2004). O aumento da permeabilidade vascular é mediado por aminas
vasoativas, histamina e serotonina, que sdo liberados por mastdcitos e mondcitos apds a
injaria (Cruvinel et al., 2010), e permitem a exsudacdo de fluidos, proteinas e células para o
tecido intersticial. O acimulo de exsudado no tecido intersticial é caracterizado clinicamente
pela formacédo do edema (Abbas et al., 2010).

Os eventos celulares caracterizam-se pela ativacdo do endotélio, seguido de
rolamento, adesdo, rastejamento e transmigracdo de leucdcitos, especialmente neutrofilos,
para o tecido intersticial. Este extravasamento seletivo de leucdcitos ocorre gracas a ligacéo
de selectinas, integrinas e a quimiotaxia promovida por quimiocinas (Figura 3) (Rottman,
1999; Pober e Sessa, 2007; Medzhitov, 2010).
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A incapacidade da eliminacdo do estimulo nocivo (bactérias intracelulares), a

persisténcia de substancias quimicas, ou agentes fisicos, como a radiacéo ultravioleta, traumas

repetitivos, falhas na fase de resolucéo, insuficiente reparo tecidual ou doengas autoimunes

levam ao estado de inflamacéo cronica (Cruvinel et al., 2010; Medzhitov, 2008; 2010).

Trata-se de um processo mais prolongado (duracdo de semanas a meses ou anos) onde

ocorre, simultaneamente, inflamacdo ativa, destruicdo tecidual e reparacdo por fibrose. Esse

processo resulta da autoamplificacdo da resposta inflamatéria por mecanismos de feedback

positivo e da supresséo de mecanismos de feedback negativos impedindo a fase de resolucéo.

Como consequéncia, ocorre o recrutamento, ativacdo e transformacédo fenotipica e interacéo

sinérgica de varios tipos de células, sustentando a producdo de citocinas pré-inflamatorias no

sitio inflamatério (Yao et al., 2019).

Figura 3 - Etapas da cascata de recrutamento de leucécitos

Folamento lento

completa

&

firme

cie Rolamento % Adesio , R'astejamgﬂfo . Transmigragio .
!I‘.Ttroﬁl.o ' Paraly Adesio Rastejamento ‘

mtrahinunal

HNeutrifilo livre
ciroularde

HNeutréfilo
adermdo-se

) .
o .
' N
0 ¢
.

éa Paray:elu& :

i (entre céhilas o
Neutréfilo em tendoteliais) | Neutréfilo
rolmento ; i extravasado

Rastejamento :b Transceh]ar\- %

perpendicanlarif,;, cghlas LS

intrahuminal mdwuha:s) | Neutrofilo
extravasado

quimiocia " pativa | ddegrina
celeetinn, | © Quimiocina [ Regring atima

Fonte: Adaptado de Kolaczkowska e Kubes, 2013.



32

Assim, no tecido, o infiltrado de neutréfilos é substituido por macréfagos e, no caso de
infeccdo, também por células T, que dependendo da classe efetora, vai determinar as
caracteristicas da inflamacdo crénica. Nesse processo, também pode haver a formacdo de
granulomas e tecido linfoide terciario, cujo papel na patogénese da doenca ainda ndo esta
esclarecido (Drayton et al., 2006; Medzhitov, 2008).

Essa interacdo de fatores pode resultar em varias desordens debilitantes como doencas
automimunes, neurodegenerativas, doenca vascular e metabdlica, assim como o cancer, com

ativagdo aberrante do sistema imune, tanto da resposta imune inata como adquirida.

1.5. Artrite reumatoide: definicdo, epidemiologia e sintomas

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca articular crénica de natureza autoimune que
afeta cerca de 0,5 a 1% da populagéo (Silman e Person, 2002; Smolen, 2018). Esta patologia
caracteriza-se por destruicdo articular progressiva, que se manifesta clinicamente por
artralgia, inchaco, vermelhiddo e pode levar a limitacdo do movimento (Smolen, 2018; Guo,
2018). Além disso, é associada com comorbidades sistémicas, como manifestacfes
vasculares, metabolicas, 6sseas e de dominio psicolégico, que contribuem para reducdo da
expectativa de vida dos pacientes (Gabriel, 2008; Innala et al., 2016; MclInnes e Schett, 2017;
Smolen, 2018).

Devido a seus efeitos sistémicos, a sindrome carrega um fardo socioeconémico
substancial. Suas caracteristicas incapacitantes reduzem a qualidade de vida dos individuos
acometidos, afetando sua capacidade funcional e laboral, reduzindo, como consequéncia, sua
participacdo econdmica na sociedade (Sokka et al., 2010; Cross et al., 2014).

A incidéncia e a prevaléncia da AR tendem a aumentar com a idade até cerca de 70
anos, com posterior remissdo (Wadekar et al., 2015). As mulheres tém de duas a trés vezes
mais chances de desenvolver a doenca quando comparadas aos homens, e apresentam esse
risco mais elevado entre 40 e 50 anos de idade (Van Vollenhoven, 2009; Mota et al., 2013).

A etiologia da artrite reumatoide é desconhecida, mas seu desenvolvimento esta
relacionado a uma associacdo de fatores genéticos, ambientais e epigenéticos. Esses fatores
agindo conjuntamente podem resultar na desregulacéo do sistema imunoldgico, aumentando a
susceptibilidade de desenvolvimento das manifestacdes clinicas (Kourilovitch et al., 2014;
Calabresi et al., 2018).
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Mais de cem locus génicos foram associados com o risco e progressdo da doenga. No
entanto a presenca de epitopo compartilhado (EC) codificado pelo gene do antigeno
leucocitario humano (HLA), especialmente HLA-DR1 e HLA-DR4, é o fator de maior
influéncia. O EC representa até 40% da influéncia genética da doenca e sua presenca tem sido
associada a um aumento na eficiéncia da apresentacdo aos linfécitos T, de peptideos alterados
por modificaces pos-traducionais (Gregersen et al., 1987; Yarwood et al., 2016; Deane et
al., 2017; Firestein e Mclnnes, 2017).

Dentre os fatores ambientais envolvidos na AR, o tabagismo representa entre 20-
30% de influéncia na doenca. O fumo tem sido relacionado ao aumento da citrulinacdo de
proteinas pela peptil arginina desaminase (PADI), principalmente em pacientes que
apresentam o EC (Makrygiannakis et al., 2008; Klareskog et al., 2011). A PADI é a enzima
responsavel pela conversdo poés-traducional de arginina a citrulina em peptideos e suas
isoformas sdo encontradas em diversos tecidos (Darrah e Andrade, 2018). Vérias outras
modificacbes pos-traducionais, como acetilacdo, metilacdo, sumoila¢do, também podem estar
envolvidas na perda da tolerancia imunoldgica (Figura 4). Outras condi¢Ges, como exposi¢do
ocupacional a poeira de silica, doencas periodontais (Bingham e Moni, 2013), baixa ingestdo
de vitamina D, alta ingestdo de sodio e obesidade estdo associadas ao risco e progressao da
doencga (Deane et al., 2017).

Figura 4 - Fatores envolvidos no desenvolvimento da artrite reumatoide
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Mecanismos epigenéticos, como metilagdo de DNA, modificacdo de histonas e
expressdo de micro-RNA, também tém sido implicados na AR (Firestein e Mclnnes, 2017).
Esses fatores contribuem para a patogénese da doenca provavelmente integrando fatores
genéticos e fatores ambientais (Klein e Gay, 2015; Smolen et al., 2016), como apresentado na
Figura 4. O background genético de alto risco, as marcagdes epigenémicas, que contribuem
para a hereditariedade e cronicidade da doenca, e os fatores ambientais estocasticos que criam
novos epitopos, atuam de forma conjunta. Desta forma, é desencadeada uma cascata de
eventos que induzem a sinovite e levam a artrite destrutiva crénica, com suas manifestaces

articulares e extra-articulares (Firestein e Mclnnes, 2017).

1.5.1. Patofisiologia da AR

A artrite reumatoide é uma doenca multifatorial cuja patogénese apresenta um amplo
espectro de estagios, como apresentado na Figura 5, que pode se iniciar anos antes mesmo do
inicio dos seus sintomas clinicos (Yarwood et al., 2016). Essa patologia resulta da quebra de
autotoleréncia do sistema imunolégico, sistemicamente e em nivel de tecido sinovial (Hitchon
e El-Gabalawy, 2011).

A fase de pré-artrite ocorre como consequéncia da interacdo dos fatores de
predisposicdo. Peptideos proprios, como fibrina, vimentina, fibronectina, colageno tipo II, a-
enolase e histonas, sdo alterados por processos de citrulinacdo de proteinas ou outras
modificacdes pos-traducionais. Esses peptideos se ligam a heterodimeros de MHC,
principalmente os que contém o EC, e sdo apresentados aos linfécitos T. Os linfocitos T, por
sua vez, ativam e estimulam linfocitos B que iniciam a sintese de autoanticorpos, como
anticorpos antiproteinas citrulinadas (ACPA), que se ligam aos neoepitopos formados pela
citrulinacéo, e o Fator Reumatoide (FR), que se liga a porcéo Fc da IgG (Holers et al., 2013;
Muller e Radic, 2015). Durante o processo de ativagdo de macrofagos e linfécitos, todo um
conjunto de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-alfa, 1L-12, IL-17) é secretado,
ampliando a resposta imunoinflamatdria e contribuindo para a cronicidade da doenca (Figura
5) (Aletaha e Smolen, 2018).

A ligacdo dos autoanticorpos, incluindo os ACPA e fatores reumatoides, aos
autoantigenos especificos, formam imunocomplexos, permitindo a ativacdo do sistema

complemento (Smolen et al., 2016). Por outro lado, a interacdo do RANK-L (ligante do
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receptor ativador do fator nuclear kB), liberado por fibroblastos, com o RANK (receptor
ativador do fator nuclear xB), na membrana do macréfago, ativa a diferenciacdo de
macrofagos em osteoclastos, resultando em degradacdo do osso (Figura 5) (Smolen et al,
2016).

Os autoanticorpos, principalmente os ACPAs, estdo associados a grande atividade da
doenca, manifestacOes extra-articulares e maior dano articular (Firestein e Mclnnes, 2017) e
sua presenca € utilizada como marcador diagnostico e prognostico da doenca. Essa
soropositividade, bem como a presenca de citocinas pro-inflamatdrias circulantes e
quimiocinas pode ser detectada em até dez anos antes da doenga, na fase pré-clinica, e
sugerem uma patologia inflamatdria sistémica subclinica (Nielen et al., 2004; Deane et al.,
2010; Firestein e MclnneS, 2017; Smolen et al., 2016). Os niveis séricos de ACPA aumentam
gradualmente ao longo dos anos, atingindo um pico no inicio da doenca até o primeiro ano

dos sintomas clinicos (Firestein e Mclnnes, 2017).

Flgura 5- Aspectos patogénicos da artrite reumatoide
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Os ACPA séo encontrados na sindvia e na articulacdo de pacientes com AR e podem
ser patogénicos devido a ativagdo de macrdéfagos ou de osteoclastos, promovendo a perda
0ssea, enquanto o FR é mais diretamente envolvido na ativacdo de macrdofagos e inducdo de
citocinas (Smolen et al., 2016).

O local onde esta resposta imune € iniciada é incerto, mas acredita-se que a iniciacdo
ocorra fora das articulagcbes em sitios de inflamacdo local, provavelmente na superficie de
mucosas. No entanto, essa autoimunidade transita para a articulacdo atraveés de mecanismos
pouco compreendidos (Holers, 2013).

Essa entrada pode ocorrer pela deposicdo de complexos imunes pré-formados da
circulagdo na membrana basal das vénulas pés-capilares, podendo levar a vasculite. Outro
possivel mecanismo € a entrada direta de complexos imunes pré-formados ou autoanticorpos
de citrulinacdo na sindvia com ou sem vasculite associada; e finalmente, autoanticorpos
podem entrar na cavidade sinovial e se ligarem diretamente a antigenos especificos na
cartilagem (Hitchon e El-Gabalawy, 2011; Arend e Firestein, 2012).

O envolvimento articular na AR € caracterizado por inflamacdo da membrana sinovial
e ativacdo imunoldgica em pequenas articulacdes simétricas, manifestando-se externamente
por inchaco (Guo et al., 2018).

A cartilagem articular normal € caracterizada por uma camada fina de tecido
conjuntivo especializado, com propriedades viscoelasticas, avascular, composto de uma
matriz extracelular (MEC) densa e distribuicdo espacada de condrdcitos, que sintetizam seus
componentes. Esta cartilagem tem a funcdo de fornecer uma superficie lisa e lubrificada para
baixa friccdo na articulagcdo e facilitar a transmissdo de cargas para 0 0sso subcondral
subjacente. A MEC é composta majoritariamente por colageno e proteoglicanos. Este
contetdo contribui para a retencdo de agua na MEC, o que € essencial para a sua funcdo. O
colageno é a macromolécula estrutural mais abundante na MEC, representando cerca de 60%
do peso seco da cartilagem. O colageno tipo Il (CIl), por sua vez, representa 90-95% desse
conteddo e forma fibrilas que se interconectam com os agregados de proteoglicanos. Os
proteoglicanos sdo o segundo grupo de macromoléculas mais abundantes da MEC,
representando cerca de 10 a 15% de seu peso seco (Fox e Bedi, 2009; Decker, 2017).

A capsula articular € composta por duas camadas distintas: uma externa, composta por
uma grossa camada de tecido conjuntivo fibroso, e uma interna, denominada membrana
sinovial (ou sindvia), que secreta o liquido lubrificante da cavidade articular (Iwanaga et al.,
2000). O tecido conjuntivo é pobremente demarcado e contém redes vasculares, poucos

mastocitos e rarissimos linfocitos e ndo possui membrana basal verdadeira. J& a membrana
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sinovial é formada por duas popula¢bes de células (sinovidcitos) que formam uma fina
camada de até duas células de espessura: os sinovidcitos do tipo A (sinovidcitos semelhantes
a macrdfagos - MLS) e sinovidcitos do tipo B (sinovidcitos semelhantes a fibroblastos - FLS)
(Tu et al., 2018). Os FLS sdo mais abundantes que os MLS, produzem os componentes de
matriz extracelular e o fluido sinovial e sdo importantes para a integridade da cartilagem e
lubrificagéo da articulagdo (Amin et al., 2017; Ospelt, 2017; Tu et al., 2018).

Na artrite reumatoide o compartimento sinovial normal é infiltrado por leucocitos e o
fluido sinovial é rico em mediadores pro-inflamatérios que interagem com as células para
produzir uma cascata inflamatoria. Esse processo é caracterizado pela interacdo de FLS com
células infiltrantes da imunidade inata, como mondcitos, macrdfagos, mastdcitos e células
dendriticas; e da imunidade adquirida, como linfécitos T e B. Como consequéncia dessa
interacdo tem-se uma sinovite cronica resultante da falha da resolucdo do processo
inflamato6rio (Tan e Smolen 2016; Mclnnes et al., 2017; Guo et al., 2018). As trés celulas
mais abundantes na membrana sinovial durante esse processo sdo: FLS, células da linhagem
monocitica e linfécitos T, mas os outros tipos celulares também sdo importantes na
patogénese da doenca (Amin et al., 2017).

Nesse contexto, os FLS passam a secretar citocinas pré-inflamatérias, como
Interleucina (IL)-6, em resposta & IL-1 e TNF-o produzidos pelos MLS. Essa resposta de
secrecdo de citocinas estimula sua interacdo com outras células, como os MLS, que se ativam
na polarizacdo M1. Além disso, os FLS sofrem hiperplasia e adquirem um fenétipo de
hiperproliferacdo e de longa-vida. O carater invasivo da doenca é facilitado pela producéo de
enzimas pelos FLS, como metaloproteinases de matriz (MMPs), que degradam a matriz
extracelular, culminando na formacdo do pannus maduro (Figura 6). Essas células ainda
contribuem para a patogénese da doenca com a producao de fatores como fator estimulador de
colbnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF), colagenases, catepsinas e RANKL (Miiller-
Ladner et al., 2007; Ospelt, 2017; Amim et al., 2017; Tu et al., 2018).

Os MLS contribuem para o desenvolvimento e progressdo da AR através da secrecéo
de fatores, como espécies reativas de oxigénio, intermediarios do NO e enzimas de
degradacdo de matriz. Além disso, produzem citocinas que estimulam o recrutamento de
mondcitos e leucocitos, a ativacdo dos FLS e polarizacdo de linfocitos T (Tu et al., 2018). O
influxo de mondcitos e sua ativagdo em macrofagos € uma etapa crucial na patogénese da AR
e a presenca dessas celulas é relacionada com uma maior taxa de degradagdo Ossea e erosao

articular. No sitio inflamatério macréfagos ativados produzem citocinas, como o fator de



38

necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-1p3 e IL-6, que sdo criticas para a patogénese da doenca
(Kinne et al., 2000; Mclnnes e Sheet, 2017).

A AR caracteriza-se por um numero aumentado de células T ativadas e de memodria,
que exibem marcadores de superficie de ativacdo recente (CD69) e tardia (MHC de classe 11)
(Brennan et al., 2008). Essas células podem ser ativadas em outras partes do corpo e migrar
para o tecido sinovial, ou podem ser ativadas localmente pelas APC profissionais ou pelos
FLS.

Figura 6 - Aspectos patogénicos da articulacdo em paciente com artrite reumatoide
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As células T CD4" sdo as maiores desencadeadoras da imunidade exacerbada
observada na AR (GUO et al., 2018). Sua interagcdo com mondcitos leva a diferenciagéo e
polarizacdo para formas patogénicas de ambas as células, aléem da diferenciagdo celular em
osteoclastos no tecido sinovial, e resulta na secrecdo de mediadores pro-inflamatorios e
reabsorcéo 0ssea (Roberts et al., 2015; Amin et al., 2017).

Dentre os subtipos de células T CD4", linfocitos Th1, Th17 e Treg sdo os encontrado
no tecido sinovial inflamado, sendo as células Thl de maior predominancia. (Nevius et al.,
2016). No entanto, o papel central na patogénese da AR tem sido dado aos linfocitos Thl7. A
IL-17, produzida por essas células, induz respostas associadas ao recrutamento de leucdcitos,
ativagdo de ceélulas inflamatorias, e estdo fortemente relacionadas a destruicdo tecidual e
Ossea. Além disso, recentes estudos demonstram a existéncia de células do subtipo T CD4"
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periféricas, que induzem a diferenciacdo e producédo local de autoanticorpos por linfocitos B
(Rao et al., 2017; Amin et al., 2017).

Linfocitos regulatorios (Treg) sdo essenciais para a prevencdo da autoimunidade
(Amin et al., 2017). Na AR no entanto, os altos niveis de TNF-a podem inibir a atividade
supressiva dessas células sobre a producdo de citocinas pré-inflamatorias por células Th.
Nessa condicdo, ocorre um desbalanco entre a razdo Thl7/Treg e resisténcia das Thl7 a

supressdo, 0 que contribui para a patogénese da doenga (Cooles et al., 2013).

1.5.2. Estratéqgias de tratamento da AR e busca por alternativas terapéuticas

A reversao da inflamacdo é um alvo terapéutico relevante na AR. Nesse contexto, um
tratamento de sucesso seria 0 que levasse a uma reducdo dos sintomas clinicos, do dano
articular e 6sseo, das incapacidades e comorbidades. Para isso é necessaria uma avaliacdo
constante da atividade da doenga, durante a terapia, 0 que possibilita adaptagdes ou
reavaliacdes da estratégia terapéutica, em caso de insucesso ou baixa remissao (Smolen et al.,
2016). Dessa forma, as estratégias de tratamento atuais para AR incluem as drogas
antirreumaticas modificadoras de doenca (DMARDs), os anti-inflamatorios nao-esteroidais
anti-inflamatorios nao-esteroidais (NSAIDSs), e os glicocorticoides (Wilsdon e Hill, 2017).

As DMARDS:s sdo drogas imunossupressoras que tém como alvo a inflamacéo. Elas
interferem nos sinais e sintomas da doenca, na melhora da funcéao fisica e na progressao do
dano articular (Aletaha e Smolen, 2018). Essas drogas sdo categorizadas como agentes
sintéticas: metotrexato, leflunomida, hidroxicloroquina e sulfasalazina, ou como agentes
bioldgicos: abatacept, etanercept, infliximab, rituximab, tocilizumab, entre outros (Wilsdon e
Hill, 2017).

Os DMARD:s sinteticos sdao administrados por via oral e interferem em vias criticas
da cascata inflamatoria. Nesse grupo, o metotrexato (MTX) apresenta papel de destaque,
sendo considerado o pilar do tratamento da AR pelo EULAR, que o considera a abordagem
ideal quando coadministrado com baixas doses de glicocorticoides de curta duragdo (Smolen
et al., 2016; Aletaha e Smolen, 2018).

O MTX é um andlogo do folato que, nas doses empregadas para tratamento da AR,
inibem a ativacdo de linfdcitos T. No entanto, sua utilizagdo pode produzir efeitos adversos,

como nauseas, Ulceras na boca, alopecia reversivel, nédulos reumatoides, mielossupresséo,
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cirrose hepéatica e pneumonite alérgica. Alguns desses efeitos sdo minimizados pela
suplementacdo com acido folico, mas se faz necessario o monitoramento do paciente através
de exames (ex. hemograma completo, teste de funcdo hepatica e creatina) para garantir um
tratamento seguro e eficaz (Wilsdon e Hill, 2017; Kumar e Banick, 2013).

Os DMARD:s bioldgicos sdo anticorpos monoclonais que tém como alvo moléculas
especiais ou intermediarios das vias moleculares envolvidas na patogénese da AR. Essa
terapia inclui inibidores de TNF-a, bloqueio ¢ deplecdo de células B, bloqueio da
coestimulacéo de células T, inibidores de IL-6 e IL-1, e inibidores de proteinas quinases (Rein
e Mueller, 2017). No entanto, a terapia esta associada ao maior risco de desenvolver
infeccdes (Curtis et al., 2007; Wilsdon e Hill, 2017).

Os glicocorticoides apresentam forte efeito anti-inflamatorio e imunossupressor,
atuando em nivel celular e molecular. A terapia com baixas doses de glicocorticoides
proporciona melhora dos sintomas e modificacdo da doenca de forma rapida, mas é associada
com efeitos colaterais em longo prazo. Seu uso crénico aumenta o risco de osteoporose e
fraturas 6sseas, sangramento gastrintestinal, Glcera péptica, diabetes mellitus, infeccoes,
catarata e comprometimento da resposta do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal, além de efeitos
cardiovasculares e susceptibilidade a infecces (Spies et al., 2011; Kumar e Banik, 2013).
Também é observada auséncia de resposta ao tratamento por cerca de 30% dos pacientes, que
pode estar relacionada a resisténcia (Sliwinska-Stanczyk et al., 2007).

Os NSAIDS, como aspirina e ibuprofeno, sdo efetivos para o alivio da dor, inchaco e
rigidez na AR (Crofford, 2013). Sua acdo estd relacionada a inibicdo da enzima
ciclooxigenase (COX), levando ao bloqueio da sintese de prostaglandinas (PGs). A COX é
expressa em duas isoformas: COX-1 e COX-2. A COX-1 é uma enzima constitutiva, expressa
em condigBes basais e que esta envolvida na sintese de PG que atendem as condigOes
homeostaticas (Crofford, 2013). A COX-2 tem sua expressdo aumentada em condi¢des
inflamatorias. Os efeitos clinicos dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais sdo avaliados de
acordo com seus efeitos nas diferentes isoformas. A inibicdo de COX-2 esta relacionada aos
efeitos desejaveis da resposta anti-inflamatdria e analgésica dos NSAIDs. Ja a inibi¢do da
COX-1 representa um importante efeito indesejavel associado a este tratamento, podendo
resultar em ulceracdo e sangramento gastrointestinal e efeitos cardiovasculares
(Wongrakpanich et al., 2018).
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1.6. Artrite experimental como modelo na busca de novas alternativas terapéuticas

A artrite reumatoide € uma doenga multifatorial por isso se faz necessario um melhor
entendimento dos aspectos relacionados ao seu desenvolvimento e progressdo. Nesse
contexto, os modelos animais, apesar de suas limitacdes, tém sido ferramentas Uteis para
aumentar a compreensdo acerca dos mecanismos patogénicos da doenca, fornecendo novos
alvos terapéuticos e para o teste pré-clinico de novas drogas, permitindo a avaliacdo de sua
poténcia, eficacia e seguranca (Asquith et al., 2009; Bevaart et al., 2010; Choudhary et al.,
2018).

Os modelos experimentais podem ser desenvolvidos em uma variedade de espécies
animais, sendo mais disseminada a utilizacdo de roedores em funcéo de fatores como o baixo
custo, homogeneidade de background genético, além da facilidade de manuseio (Choudhary
etal., 2018).

Dentre os modelos experimentais de artrite temos: a) artrite induzida por
hiperimunizacdo de linhagens murinas susceptiveis com antigeno, como o colageno tipo Il
(CIA); b) artrite induzida por adjuvantes (como adjuvante completo de Freund - AlA); ¢)
artrite induzida por peptideoglicano; d) artrite induzida por anticorpo; €) artrite induzida por
zymosan; f) modelos manipulados geneticamente ou espontaneos, como 0 camundongos
transgénicos TNF-a, camundongos transgénicos K/BXN e camundongos Skg (Wilder, 1999;
Kannan et al., 2005, Asquith et al., 2009).

1.7. Artrite induzida por colageno (CIA)

A CIA é o modelo experimental de artrite mais utilizado na pesquisa pré-clinica. Ele é
realizado em linhagem de camundongo (ex. DBAL) ou rato com suscetibilidade genética
associada a moléculas de MHC de classe Il especificas (haplétipo h-29 h-2", no caso de
camundongo DBA1) (Holmdahl et al., 2002; Rosloniec et al., 2010).

Neste modelo, os camundongos sdo injetados com colageno tipo Il heterdlogo, o0 maior

constituinte proteico da cartilagem articular, emulsificado em adjuvante completo de Freund
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(AFC), sendo feita uma dose reforco, sem adjuvante, apds 21 dias. No sitio de imunizacéo,
células dendriticas (CDs) capturam o ClI heterélogo e, com o estimulo do lipopolissacarideo
(LPS) e peptideoglicanos da micobactérias do AFC, amadurecem e migram para 0S
linfonodos drenantes. Nos linfonodos drenantes as CDs apresentam peptideos de ClII
associados a molécula de MHC de classe Il, os linfocitos T virgens, ativando-os. Essa
interacdo também permite a ativacdo de linfécitos B virgens que passam a produzir anticorpos
direcionados contra CII, principalmente 1gG2a e Ig2b (Holmdahl et al., 2002; Cho et al.,
2007). Na articulacdo esses anticorpos se ligam aos seus epitopos de ClI, permitindo a
ativacdo da cascata do complemento, que resulta no recrutamento de neutréfilos e macréfagos
para o tecido articular. Ao se ativarem, essas células secretam quimiocinas e citocinas (ex.
TNF-a, IL-6, NO) que ativam fibroblastos e macréfagos sinoviais e recrutam outras células,
como células NK (natural Killer), linfécitos T e B. A interacdo dessas células e o
microambiente de citocinas e moléculas efetoras por elas produzidas leva a degradacdo
articular e 6ssea semelhante ao observado na AR humana (Wang et al., 2000; Cho et al.,
2007). Essas alteracGes se manifestam histologicamente como infiltracdo de células imunes,

levando a formacdo de pannus e hiperplasia de membrana sinovial (Choudhary et al., 2018).

1.8. Consideracoes finais

A falta de responsividade as estratégias de tratamento atuais, a reducdo da eficacia ao
longo do tempo, o alto custo do tratamento e a existéncia de efeitos adversos associados ao
tratamento (Smolen et al., 2016; Malekzadeh, 2017; Aletaha e Smolen, 2018) tornam
necessaria a busca por alternativas terapéuticas para a AR. Nesse contexto, 0s produtos
naturais sdo considerados agentes promissores (Farzaei et al., 2016), e as plantas, sobretudo,
sdo consideradas fontes de moléculas de grande importéancia para a satide humana, sendo por
isso, alvos do interesse de diversas pesquisas para a elucidacdo de seus metabolitos
secundarios, e atividades bioldgicas (Dias et al., 2012; Shen, 2015).

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos sem funcdo vital para as
plantas, mas de importante funcdo para sua adaptacdo ao ambiente, sendo sua sintese,
portanto, influenciada por fatores ambientais (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Sao divididos, de
acordo com sua via biossintética, em trés classes: terpenoides, compostos fendlicos e

alcaloides (Bourgaud et al., 2001; Peres, 2016). A diversidade estrutural e quimica unica
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desses metabdlitos representam uma possibilidade de descoberta de novas drogas para
diversas doengas, como a artrite reumatoide (Rates et al., 2001; Calixto e Siqueira, 2008; Dias
et al., 2012; Shen, 2016).

Desta forma, este trabalho vem contribuir com o estudo de um metabolito secundario
obtido da espécie Pterodon polygalaeflorus na busca de potenciais alternativas terapéuticas no

tratamento da artrite experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Uma vez que a espécie Pterodon polygalaeflorus é usada popularmente para
tratamento de desordens inflamatdrias, e considerando que diversos trabalhos relacionam suas
atividades bioldgicas a presenca de diterpenos furanicos em sua composi¢do, 0 presente
trabalho tem como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatério in vitro e in vivo de
compostos desta classe obtidos do extrato diclorometano dos frutos de Pterodon

polygalaeflorus.

2.2. Objetivos especificos

a) Realizar o isolamento de compostos da classe dos diterpenos a partir do extrato
diclorometano dos frutos de Pterodon polygalaeflorus;

b) Avaliar o efeito do composto isolado em ensaios in vitro de viabilidade celular,
producdo de NO e migracdo celular de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS;

c) Avaliar o potencial anti-inflamatério do composto isolado nos seguintes ensaios in

Vivo:

— modelo de inflamag&o aguda induzida por carragenina, avaliando o edema e as

alteraces histologicas nas patas dos animais.

— modelo de inflamagdo crénica de artrite induzida por colageno Il (CIA),
analisando os seguintes pardmetros: indice de artrite, escore clinico de
severidade, alteracOes radioldgicas e histologicas das patas, variacdo do peso
corporal e de 6rgdos, imunofenotipagem das populac@es de linfécitos T e B e

sua ativacdo, além de alteracGes hematologicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Produto natural

Foram utilizados frutos da espécie Pterodon polygalaeflorus, que pertencem a familia
Fabaceae. A identificacdo botanica da espécie foi confirmada por Haroldo Cavalcante Lima,
do Departamento de Boténica Sistematica do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro, onde uma
exsicata foi depositada (R350278, julho 1999).

3.2. Preparo do extrato

Os frutos de Pterodon polygalaeflorus foram lavados em &gua corrente e secos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram pesados (100 g) em balanca analitica (Micronal
B200, Brasil) e pulverizados com nitrogénio liquido em um gral metalico, sendo transferidos
para cartuchos de papel de filtro, com o auxilio de uma espatula. O material contido nos
cartuchos foi submetido a maceracdo em diclorometano (grau HPLC, Tedia Brazil Ltda.,
Brasil) por 15 dias, sendo acomodados em frascos de vidro de cor &mbar ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, o cartucho foi retirado e descartado, o macerado foi
transferido para um baldo de fundo redondo previamente pesado (peso inicial (Pi)), sendo
submetido a evaporacdo em evaporador rotativo (IKA® RV10, Alemanha). Apds a completa
evaporacdo do solvente, obteve-se o extrato diclorometanico de Pterodon polygalaeflorus
(EDPpg). O peso do baldo foi aferido ap0s a evaporagdo do solvente para se calcular a massa
obtida (peso final baldo — Pi) e o rendimento da extracdo ((peso extrato apos evaporagdo/peso
fruto pulverizado) x 100). O procedimento foi repetido até se obter uma massa suficiente para

realizacéo dos ensaios.
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3.3. Fracionamento do EDPpg

Foram utilizados para o fracionamento solventes grau HPLC da Tedia Brazil Ltda.
(Brasil). O extrato foi fracionado em coluna aberta contendo a resina de gelfiltragdo Sephadex
LH-20 (Sigma-Aldrich, EUA) medindo 48 cm de altura e 3,5 cm de didmetro. Foram
aplicados 2 g EDPpg em etanol, utilizando como eluente o etanol grau HPLC (400 mL),
sendo coletados 32 eluatos (10 mL/tubo).

Os eluatos foram aplicados em placas de cromatografia de camada delgada (TLC) de
silica gel 60 de 7 cm x 20 cm (AlugranSil G, Macherey-Nagel, Alemanha) a 1 cm da origem.
Apbs a aplicacdo as amostras foram colocadas em cuba vertical com a fase mdvel metanol e
diclorometano (2:98 v/v) para o desenvolvimento da corrida cromatografica. Posteriormente,
a placa foi retirada da cuba e deixada a temperatura ambiente para secar. A revelacdo para
terpenoides foi realizada como descrito por Wagner e Bladt (2001). A solucdo de acido
sulfurico 10% em etanol e vanilina 1% em etanol (Sigma-Aldrich, EUA) (1:1 v/v) foi
borrifada na placa por inteiro. Apds secar, a placa foi incubada a 100°C por 10 min para
revelacdo das amostras e fotografada (Méaquina fotografica digital, modelo DSC-H50, Sony,
Brasil).

Os eluatos foram reunidos de acordo com a semelhanga do perfil cromatografico em
cinco grupos: Grupo | (E1-5), Grupo Il (E6-10), Grupo Il (E11-13), Grupo IV (E14-16) e
Grupo V (E17-32). No grupo |1l observou-se a formacéo de precipitado de cor branca, e apos
técnicas de cristalizacdo/recristalizagdo com CH,Cl,, os cristais foram isolados e
denominados Ppg-01 (9 mg).

3.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (GC-MS)

As analises qualitativas do EDPpg e o Ppg-01 foram realizadas em um cromatografo a
gas Shimadzu 17A acoplado a espectrometro de massas Shimadzu QP 2010 Plus, com
detector de MS com fonte de ionizagdo por elétrons - impacto de elétrons (IE) a 70 eV
(Shimadzu, Japéo). Para a separa¢do dos constituintes da amostra, foi utilizada uma coluna
capilar de gel de silica fundida Rtx®-5MS, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didametro

interno e 0,25 um de espessura da fase (Restek Corporation, EUA). O gés de arraste utilizado
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foi hélio ultrapuro.

Para a analise do EDPpg o injetor foi operado a 260°C e a temperatura do forno foi
programada como se segue: 50 °C durante 3 min, com aumento de 3°C por minuto até 290°C,
e assim permanecendo por mais 1 min, totalizando 84 min de corrida. A amostra foi
solubilizada em metanol, sendo injetado 1 pL (1mg/mL) no modo Split de 10:1. O fluxo da
coluna foi de 1,58 mL e os espectros de massa foram registrados em uma faixa de 40 a 500
Da em modo Scan com energia de ionizacdo por impacto de elétrons de 84 kV.

Para analise do Ppg-01, o injetor foi operado a 260°C e a temperatura do forno inicial
foi de 100°C com aumento de 7°C por minuto até alcancar 300°C, onde permaneceu por mais
1,43 min, totalizando 30 min de corrida. A amostra foi solubilizada em diclorometano, sendo
injetado 1 pL (1 mg/mL) no modo Split de 10:1. O fluxo da coluna foi de 1,5 mL/min. Os
espectros de massa das leituras foram registrados em uma faixa de 40 a 500 Da em modo
Scan com energia de ionizacdo por impacto de elétrons de 84 kV.

A identificacdo das substancias foi realizada pela comparacdo dos seus indices de
retencdo e espectros de massas (MS) com dados da literatura e da biblioteca WILEY 275 e
NIST 3.0, fornecidas pelo sistema GC-MS (Shimadzu 17A - Shimadzu QP2010 Plus). Os
resultados também foram confirmados comparando a ordem de elui¢cdo dos compostos com

seus indices de retencéo relativo relatados na literatura (Adams, 2001).

3.5. Cultura de células RAW 264.7

A linhagem de macrofagos RAW 264.7 consiste em tumor induzido pelo virus da
leucemia murina de Abelson, em camundongos BALB/c. E negativa para a expressdo de
imunoglobulinas la e Thy 1.2 em sua superficie e foi comprada no Banco de Células do Rio
de Janeiro em outubro de 2000. E mantida criopreservada em nitrogénio liquido (-196°C) no
Departamento de Bioguimica, UERJ. Apds o descongelamento, as células foram cultivadas
em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco, Brasil) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB; Vitrocell, Brasil) em estufa incubadora com 5% CO, em atmosfera
umida (COM-17AC, Sanyo, EUA), a 37°C, sendo as passagens realizadas a cada 48 h.
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3.6. Dosagem de nitrito em células RAW 264.7

O potencial anti-inflamatdrio in vitro de Ppg-01 foi avaliado através de sua capacidade
de reducdo da producgdo de nitrito, produto mais estavel do éxido nitrico (NO), que é um
importante mediador inflamatdrio. A dosagem do nitrito foi realizada pela reacdo de Griess
(Green et al., 1982) no sobrenadante de cultura de macrofagos RAW 264.7 ativados com
lipopolissacarideo de membrana de bactérias gram-negativas (LPS; Sigma-Aldrich, EUA),
cultivados ou ndo na presenca das amostras.

Nesta reacdo, o nitrito reage com o &cido sulfanilico (Sigma), em condigdes &cidas,
formando um cation diazénico em uma reacdo no escuro. Este cation, por sua vez, reage com
o dihidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina (Sigma) formando um composto de coloracdo
violeta (Tsikas, 2007).

As células foram contadas em camara de Neubauer (Boeco, Alemanha) e transferidas
para placas de cultura de células de 96 pocos (50 uL/pogo, contendo 5x10* células), fundo
plano e com tampa (Falcon, Becton Dickinson Labware, EUA), e mantidas em estufa a 37°C,
5% de CO, e 95% de umidade por 24 h para que as células pudessem aderir antes da
realizacio dos ensaios (5 x 10%/poco). Apés a adesdo por 24 h, adicionou-se s culturas LPS 1
pmg/mL, para estimulacdo, e diferentes concentracdes das amostras (volume final 100
uL/pogo), e incubou-se as placas novamente por 24 h a 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade.
Apbs a incubacdo, 50 pL do sobrenadante de cada pogo foram retirados e transferidos para
outra microplaca de 96 pogos, onde foram adicionados 25 uL de acido sulfanilico (Sigma-
Aldrich, EUA) 10 mg/mL. A reacdo ocorreu durante 10 min ao abrigo de luz e apés esse
periodo, foram adicionados 25 pL de dihidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina (Sigma-
Aldrich, EUA) 1 mg/mL. Ap6s mais 10 min de incubacdo, a placa foi lida em
espectrofotdbmetro de microplacas a 550 nm (uQuant, Bio-Tek Instruments Inc., EUA).

A curva padréo foi construida utilizando uma solucédo de nitrito de sédio (0,78 uM —
100 uM). Os resultados foram calculados a partir do coeficiente de extingcéo especifico obtido

na curva padrdo e expressos em concentracao de nitrito (LM).
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3.7. Ensaio de citotoxicidade por reducdo de sal de tetrazolio

A citotoxicidade das amostras foi avaliada através do teste de reducdo do sal
tetrazolico: brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil 2H-tetraz6lio (MTT; Sigma-
Aldrich, EUA) a cristais de formazana, por desidrogenases mitocondriais, sendo esta redugéo
um marcador de viabilidade celular (Mosmamm, 1983).

As células RAW 264.7 foram contadas em camara de Neubauer e transferidas para
placas de 96 pogos (50 uL/poco, contendo 5x10* células) e mantidas a 37°C, 5% de CO, e
95% de umidade por 24 h para que as células pudessem aderir antes da realizagdo dos ensaios.
Apdbs esse periodo, as amostras foram adicionadas aos pog¢os na presenca ou auséncia de
estimulo com LPS (1 pg/mL) e as placas foram incubadas por 24 h (volume final 100
uL/poc¢o), nas mesmas condigdes do ensaio de produgdo de nitrito. Em seguida, aplicou-se 10
pL/poco de MTT 5 mg/mL em tampéo fosfato de sddio 0,01 M, 0,9% NaCl pH 7,4 (PBS).
Apbs 2 h de incubacdo, foram adicionados 100 pL de dodecil sulfato de sodio 10% (SDS;
Sigma-Aldrich, EUA) em HCI 0,01N para a dissolucédo dos cristais de formazan formados.

No dia seguinte, as placas foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de
onda de 570 nm. Os resultados foram expressos como percentual da atividade redutora
mitocondrial (ARM), em relac&o ao controle, cuja absorvancia foi considerada como 100%.

3.8. Ensaio de migragdo através de inserto (transwell)

Este ensaio consiste em uma primeira etapa de tratamento das células com as amostras
e uma segunda etapa de migracdo celular através do inserto de transwell, com membranas de
policarbonato de porosidade de 8 um (Becton Dickinson & Company, EUA), sendo realizado
segundo descrito por Zigmond e Hisrch (1973.)

As células RAW 264.7 foram cultivadas em microplacas de 24 pogos (5x10°
células/500 pL/poco) em meio DMEM 10% SFB e as placas foram mantidas em estufa a
37°C, 5% de CO, e 95% de umidade por 24 h para que as celulas confluissem. Apos esse
periodo de incubacdo, adicionou-se 0,07% dimetil sulféxido (DMSQO) em DMEM 10% SFB
ao controle negativo, indometacina 1 pg/mL em DMEM 10% SFB ao controle positivo, ou

Ppg-01 10 pg/mL, todos num volume padronizado de 250 pL. Além disso, o controle
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negativo recebeu 250 uL de DMEM 10% SFB, enquanto os outros pontos receberam LPS (1
pg/mL), em igual volume. As placas foram novamente incubadas por 24 h. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi retirado e os pocos foram lavados com PBS. Em seguida, foram
adicionados a cada poco 500 pL de meio DMEM 2% SFB e as células foram soltas com
auxilio de um raspador de células (cell scraper, Corning). As suspensdes celulares foram
transferidas para microtubos do tipo Eppendorf e mantidas no gelo para contagem em camara
de Neubauer.

Em uma nova placa, insertos de transwell foram aplicados, com auxilio de uma pinca,
em cada poc¢o contendo 500 pL de meio DMEM suplementado com 10% SFB. As células
previamente tratadas foram ent&o suspensas em DMEM sem soro e transferidas para o interior
dos insertos (2 x 10* células/200 pL). A placa foi incubada por 3 h em estufa a 37°C, 5% CO,
e 95% de umidade. Posteriormente, os insertos foram lavados com PBS e as células que
migraram através do gradiente de SFB foram fixadas com paraformaldeido 2% por 2 min e
em seguida, lavadas com PBS. As células foram fixadas com metanol por 20 min, lavadas
com PBS, e coradas com panotico rapido, segundo o protocolo: 30 s no pandtico I, 30 s no
panotico I, 2 min no panotico Ill, e lavagem com PBS para retirar o excesso de corante.
Finalmente, as imagens dos insertos foram visualizadas por microscopia de luz (modelo
CKX41, Olympus, Japdo) em aumento de 10x e fotografadas (IX2-SLP Olympus, Japéo) para
posterior contagem das células que migraram. Os resultados estdo expressos em percentual de

migracao, tomando a migracdo estimulada com LPS como 100%.

3.9. Animais

Foram utilizados nos experimentos in vivo camundongos machos da linhagem Swiss
Webster (SW) e da linhagem DBA/1J de 20 g a 30 g criados no biotério do Departamento de
Bioquimica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em
caixas plasticas apropriadas, em temperatura controlada (24°C), com ciclo de luminosidade de
12 h sendo alimentados com agua e racdo ad libtum. A higienizacdo e desinfec¢éo das caixas
foram realizadas em dias alternados, com hipoclorito de sddio, sendo utilizada maravalha de

pinho branco estéril ou sabugo de milho triturado para a forracao.
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Os experimentos foram realizados seguindo os padrdes éticos para o0 uso de animais de
experimentacdo e aprovados pelo Comité de Etica do IBRAG-UERJ — Protocolos
CEUA/007/2013, CEUA/011/2018 e CEUA/012/2018.

3.10. Edema de pata induzido por carragenina

Este modelo, descrito por Winter e colaboradores (1962), consiste na inducdo de
resposta inflamatéria aguda localizada, por injecdo do agente flogistico de carragenina na
pata, resultando na formacdo do edema. Camundongos SW machos (25-30 g) foram
distribuidos em cinco grupos (cinco animais/grupo) e a pata esquerda de cada animal teve seu
volume mensurado (tempo 0 h) em pletismometro (Insight, Brasil). Este equipamento
considera o volume de solugdo (Tween 20 a 0,04% em &gua destilada) deslocado apés a
imersdo da pata no recipiente como sendo o volume da pata do animal.

Apbs a medicdo do volume no tempo O h, os animais foram tratados por via
intraperitoneal (i.p.) com 100 pL de Ppg-01 (0,002, 0,02 ou 0,2 mg/kg), indometacina (10 mg/
kg) ou DMSO 1% em salina 0,9% (controle negativo). Uma hora apds o tratamento,
administrou-se 50 pL de carragenina (6 mg/mL) (Sigma Aldrich, EUA) por injecdo
intraplantar na pata esquerda. A partir dai, os animais tiveram o volume das patas medido de
hora em hora, nas quatro horas seguintes. O resultado foi expresso em indice de edema, que
representa o percentual de aumento do volume da pata no tempo analisado (x), comparado ao
tempo 0 (indice de edemay = [(Vx — Vo)/ Vo] x 100).

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados em camara de CO, e suas

patas foram retiradas para posterior processamento e analise histologica.

3.10.1. Processamento histol6gico

As patas foram removidas ao final dos experimentos de edema de pata induzido por
carragenina e fixadas por sete dias em formaldeido 10% tamponado (tampéo fosfato de sodio
10 mM pH 7,4). Apds esse periodo, o material foi lavado em agua corrente durante 30 min e

descalcificado em solucdo de acido nitrico 10% até que perdesse a rigidez. Em seguida, as
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patas foram lavadas durante 30 min, seccionadas ao meio (corte sagital) e submetidas a
desidratagdo em concentragdes crescentes de etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de 1 h de
duracdo cada. Um novo banho em etanol 100% foi feito durante 1 h e em seguida, as patas
foram clarificadas em xilol por 30 min. Para inclusdo das pecas, as patas foram colocadas em
cassetes e submetidas a dois banhos de parafina de 1 h cada. Posteriormente, as pecas foram
imersas em blocos de parafina e resfriadas. Os blocos foram cortados em um micr6tomo
rotativo (modelo RM2125RT, LEICA Microsystems, Alemanha), com cortes histoldgicos de
5 pm de espessura e foram dispostos em laminas de vidro, que foram colocadas em estufa a
60°C por 1 h para derreter a parafina.

Para a coloragéo, as laminas foram submersas em trés banhos de xilol (1 min/banho).
Em seguida, foram hidratadas com concentracdes decrescentes de etanol (100%, 90% e 70%)
por aproximadamente 1 min a cada banho e lavadas com agua destilada por 1 min.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a banho de hematoxilina durante 5 min, e
lavadas em &gua corrente durante 2 min. Para a coloragdo citoplasmatica, as laminas foram
colocadas em banho com eosina, durante 6 min e depois lavadas com agua destilada por 1
min. Em seguida, foram submetidas a desidratacdo em etanol 70%, 90% e 100%,
sequencialmente, seguido de trés banhos em xilol com duragéo de 1 min cada. Finalmente, as
laminas foram montadas, secas e analisadas por microscopia de campo claro (microscépio
modelo BX51WI com sistema de captura TX72, Olympus, Brasil). As fotomicrografias foram
avaliadas de forma qualitativa quanto aos parametros: infiltrado inflamatorio e espessamento
da derme. Os procedimentos para andlise histolégica foram realizados segundo Gartner e
Hiatt (2003).

3.11. Artrite induzida por colageno tipo Il (CIA)

A avaliacdo do efeito antiartritico foi realizada através do modelo de artrite induzida
por colageno do tipo Il, desenvolvido segundo Wooley e colaboradores (1981) e previamente
adaptada no laboratorio (Sabino et al., 1999).

Camundongos DBA/1J machos (20-30 g), divididos em grupos de sete animais/grupo,
foram imunizados com uma injecdo intradérmica (i.d.) de colageno tipo Il (CII) purificado de
cartilagem de galinaceo. Foram injetados no dorso 100 pL de CIl a 2 mg/mL emulsificado em

adjuvante completo de Freund (AFC, Thermo Fisher Scientific). Vinte e um dias apés, 0s
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animais receberam uma injecéao reforgo, por via intraperitoneal (i.p.) de 100 pL CIl 4 mg/mL
diluido em &cido acético 0,05 M. Neste dia, iniciou-se o tratamento diario por via oral (100
pL) com o veiculo (DMSO 1% em salina fisiologica), controle positivo (metotrexato 2 mg/kg,
MTX) ou Ppg-01 (0,02 e 0,2 mg/kg), utilizando sonda orogéstrica metalica (1C800, Insight,
Brasil).

Os animais foram pesados trés vezes por semana e o desenvolvimento da artrite foi
avaliado através da analise por pletismografia, a fim de mensurar o volume da pata, que é
apresentado como indice de artrite (1A) e representa o percentual de aumento do volume da
pata mais edemaciada no tempo X, comparado ao tempo 0, calculado como para o indice de
edema (item 3.10).

As alteracbes macroscopicas das quatro patas foram avaliadas através de escore
clinico, sendo: 0 — pata normal; 1 — edema e/ou eritema detectavel e/ou limitado aos digitos; 2
— vermelhiddo e edema moderado no tornozelo ou em outra junta; 3 — edema severo com
vermelhiddo e edema desde o tornozelo; 4 — edema méaximo com envolvimento de mdltiplas
juntas e/ou deformacbes (anquiloses) e com perda de funcdo (adaptado de Suszko et al.,
2013). O resultado foi expresso pela soma dos escores das quatro patas.

O pico da atrite no grupo controle determinou o fim do experimento. Ao término, os
animais foram eutanasiados, exsanguinados e oOrgdos foram coletados para anélises

posteriores.

3.11.1. Anédlise radioldqgica das patas traseiras dos animais com CIA

Visando avaliar possiveis alteracdes Osseas foi realizada a avaliacdo radioldgica ex
vivo das patas traseiras de animais representativos de cada grupo experimental. Para isto, foi
utilizado o aparelho de Raios-X em Specrtro 70X Eletronic coluna movel, com poténcia de 70
kKN e amperagem 8 mA. As imagens das patas foram capturadas a uma distancia de exposicdo
de 8 cm, com tempo de exposicao 0,3 s, utilizando um sensor digital de microimagem FIT t2.
As imagens foram adquiridas pelo Software Dental Master DICOM do consultério do Dr.

Wilson Rosalém Janior e as alteragdes Osseas foram avaliadas qualitativamente.
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3.11.2. Processamento histoldgico das patas de animais com CIA

Os procedimentos de fixacdo, descalcificacdo, desidratacdo, clarificacdo, incluséo dos
blocos em parafina, bem como o preparo das laminas foram realizados de acordo com
protocolo descrito em 2.10.1. O procedimento de coloragéo foi realizado em colaboragdo com
0 Professor Dr. Jorge de Carvalho, do Laboratorio de Ultraestrutura e Biologia Tecidual
(LUBT) do Departamento de Histologia e Embriologia, da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ).

Para visualizacdo dos aspectos morfoldgicos e a infiltragdo de células inflamatdrias no
tecido sinovial foi utilizada coloracdo histoldgica de rotina hematoxilina-eosina. O resultado
apresenta nucleo celular corado de roxo e a matriz cartilaginosa apresenta coloracdo rosada
(Schmitz et al., 2010).

As laminas desparafinizadas foram submetidas a trés banhos de xilol de 3 min cada.
Em seguida, foram hidratadas em trés banhos de etanol (100%, 90% e 70%), seguido de um
banho de 30 s em agua destilada. Posteriormente foram submetidas a um banho de
hematoxilina de Harris (4 min), seguido de lavagem em &gua corrente. Em seguida, foram
coradas com eosina Y (4 min), e novamente lavadas. Finalmente, as laminas foram
desidratadas em etanol (70%, 90% e 100%), clarificadas em xilol, montadas e secas para
visualizacdo e captura de imagens em microscopio de campo claro (modelo CBA, Olympus,
Japdo). As fotomicrografias foram avaliadas de forma qualitativa quanto aos parametros:

hiperplasia sinovial, presenga de pannus, comprometimento articular e erosdo 6ssea.

3.11.3. Coleta e contagem de células do lavado medular

Com auxilio de tesoura e pinga, o fémur da pata menos edemaciada foi exposto e
removido. A regido interna do osso foi lavada com um 1 mL de PBS contendo 5% de SFB
gelado. O lavado foi, em seguida, centrifugado (400 x g/3 min) e o sedimento celular
suspenso em 1 mL de meio DMEM contendo 10% de SFB. As células foram contadas em

camara de Neubauer por microscopia de contraste de fase (modelo CKX41, Olympus, Japéo).
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3.11.4. Processamento e contagem das células do baco e linfonodos

As células do baco e dos linfonodos inguinal e popliteo foram dispersas, manualmente,
em 15 mL ou 2 mL de meio de cultura estabelecido pelo Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) diluido com PBS (1:2 v/v) contendo 5% SFB, respectivamente, com auxilio de um
bastdo de borracha estéril e uma rede cilindrica de aco. A suspensdo celular foi centrifugada
(400 x g/5 min), em seguida o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular suspenso no
mesmo meio (10 mL para baco e 2 mL para linfonodo). As células totais vidveis foram
contadas em camara de Neubauer por microscopia de contraste de fase (modelo CKX41,

Olympus, Japao).

3.11.5. Fenotipagem das subpopulacdes de linfécitos do baco e linfonodos

Para a fenotipagem das populaces de linfocitos, as células (0,5 a 1,5 x 10%/pogo)
foram incubadas no escuro por 30 min em banho de gelo com anticorpos da BD Pharmigen
(EUA): anti-CD4 conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC), anti-CD8 conjugado a R-
ficoeritrina (PE), anti-CD19 conjugado aloficocianina (APC) e anti-CD69 conjugado a APC e
cianina-7(Cy7), para marcacdo quadrupla (0,75 ug de cada anticorpo/marcacédo). Em seguida,
as células foram lavadas com 500 pL de PBS (400 x g/ 5 min) e suspensas em 400 pL de
paraformaldeido 2%. A andlise (50.000 eventos) foi realizada em citdmetro de fluxo (Gallios,
Beckman Coulter, Biosciences, EUA; modelo Facs calibur Becton, Dickinson & Company,
EUA) e as fluorescéncias da FITC, da PE, do APC e do APC-Cy7 foram detectadas nos
canais FL-1 (530 £ 15 nm), FL2 (banda 585 + 15 nm) e FL6 (650 £ 15 nm) e FL-8 (750 + 15
nm), respectivamente. Debris celulares foram retirados das analises demarcando-se uma
regido no citograma FSC x SSC contendo as células a serem analisadas. Os percentuais das
subpopulagdes de células TCD4" e TCD8" foram obtidos a partir de citogramas do tipo FL1 x
FL2 e a subpopulagdo CD19+ em citogramas FSC x FL-6. Para obter os percentuais de
células TCD4", TCD8" e CD19" ativadas (CD69"), tais subpopulagdes foram analisadas no
canal do CD69" (FL-8). Para as analises por citometria de fluxo foi utilizado o software
FlowJo LCC, Data analysis, v10 . Os resultados estdo expressos em nimero absoluto de cada

subpopulacéo, calculado multiplicando-se o nimero total de células do linfonodo inguinal ou
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do bago de cada animal pelos percentuais obtidos de cada subpopulacdo, a partir da anélise

citofluorimétrica.

3.11.6. Contagem de células do sangue

O sangue da artéria carétida foi coletado dos camundongos. Gotas do sangue foram
utilizadas para montagem de esfregaco, que foram corados com corante panoético e as laminas
analisadas por microscopia de campo claro (modelo CBA, Olympus, Brasil) para a realizacao
da contagem de segmentados, mondcitos e linfocitos.

O restante do sangue foi colhido em EDTA 0,2% (acido etilenodiamino tetra-acético)
e as hemacias foram lisadas com liquido diluente de Turk (solucdo aquosa de 3% acido
acético glacial, 0,01% violeta de genciana), que foi utilizado para contagem dos leucocitos

totais.

3.12. Andlise estatistica

Anédlises descritivas das varidveis foram realizadas (média e desvio padrdo). A
variancia dos dados foi analisada pelo teste One-way ANOVA, e a significancia da diferenca
entre os grupos foi avaliada pelos pds-testes Dunnett ou Tukey. Foram considerados
significativos valores de p < 0,05 (Dawson-Saunders e Trapp, 1994), e utilizados os
programas Microsoft® Office Excel e GraphPad Prism® 5 ou 6 for Windows, para analise dos

dados.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento e caracterizacéo fitoquimica do Ppg-01 (6a,7p-diidroxivouacapano-17p-

oato de metila)

A maceracdo dos frutos de P. polygalaeflorus em solvente diclorometano durante 15
dias resultou no extrato diclorometano (EDPpg) que apresentou rendimento de 39%. O
fracionamento deste extrato em coluna de gel-filtracdo, seguida de reunido dos eluatos (E) por
semelhanca de bandas cromatograficas em HPTC, resultou no isolamento de Ppg-01, como

pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma do isolamento de Ppg-01 a partir do EDPpg

Frutos de P. polygalaeflorus 700 g

’

Maceragéo
diclorometano 100%

|

EDPpg (39%)

|

Coluna Sephadex LH-20
(48 x 3,5 cm)
2 g EDPpg

Cromatografia em camada delgada (TLC)
Fase movel: metano : diclorometano (2:98 v/v)

Grupo | Grupo Il Grupo 11 Grupo IV Grupo V
(E1-5) (E6-10) (E11-13) (E14-16) (E17-32)

'

Ppg-01
(9 mg)

Fonte: A autora, 2019.
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A anélise do EDPpg por GC-MS (Figura 8A) revelou a presenca de picos distintos
distribuidos ao longo da corrida, predominantes entre os tempos de retengdo (Tgr) de 27 min e
41 min e entre 70 min e 81 min. O fracionamento deste extrato em coluna Sephadex LH-20,
seguido da reunido de eluatos de perfis de banda semelhantes por HPTLC resultou no
isolamento de Ppg-01, que apresentou rendimento de 0,45%.

Ppg-01 foi caracterizado por GC-MS (Figura 8B), por ressonancia magnética nuclear
(NMR) de *H e *3C (dados n&o mostrados), e por comparacdo com dados da literatura (Fascio
et al., 1976; Arriaga et al., 2000; Spindola et al., 2009), sendo identificado como o diterpeno
furénico 60,7p-diidroxivouacapan-17p-oato de metila. No cromatograma (Figura 8B)
observa-se a presenca de um unico pico de intensidade, sugerindo tratar-se de um composto
com alto percentual de pureza.

A analise comparativa da distribuicdo de bandas do extrato bruto EDPpg e de Ppg-01
em placa de HPTLC com revelacdo para terpenoides ratifica a eficiéncia do processo do
fracionamento e isolamento. Na Figura 9 pode-se observar a presenca de diversas bandas de
menor intensidade localizadas ao longo da corrida cromatografica do EDPpg, enquanto para

Ppg-01 apenas uma Unica banda de maior intensidade (mais concentrada) pode ser observada.

4.2. Analise da atividade do diterpeno Ppg-01 sobre a citotoxicidade e a producéo de
Oxido nitrico em macréfagos RAW 264.7

Visando iniciar os estudos da atividade bioldgica deste diterpeno, foram realizados
ensaios com células RAW 264.7 estimuladas com LPS, para avaliar sua citotoxicidade e seu
efeito sobre a produgé&o de nitrito, um intermediario estavel do 6xido nitrico (NO) (Figura 10).

A Figura 10A apresenta o potencial citotoxico de Ppg-0O1 sobre as células. A
incubagdo com a amostra levou a reducdo da atividade redutora mitocondrial (ARM) a partir
da concentracdo de 1 pg/mL, com inibicdes de 9,2%, 10,5%, 19,4% e 39,5%, para as
concentracdes de 1 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente. No entanto, a
concentragéo capaz de reduzir 50% da ARM (ICsx) foi de 85,3 pg/mL.

Uma vez que a producdo exacerbada de NO e seu metabdlitos esta relacionada a
diversos disturbios inflamatdrios, a mensuracdo dos niveis de nitrito pela reacdo de Griess
representa uma alternativa rapida para rastreamento de atividade anti-inflamatoria in vitro
(Dirsch et al., 1998).
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Figura 8 - Analise do EDPpg (A) e Ppg-01 (B) por GC-MS
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Legenda: A seta em (A) com Tr = 73.018 min representa o composto 6a, 7p-diidroxivouacapan-17p-oato de

metila (Ppg-01), cuja estrutura quimica esta apresentada em (B). A cromatografia por fase gasosa
acoplada a espectrometro de massas foi realizada em coluna capilar Rester RTX — 5 MS (30 m x 0,5
mm d.i. e 0,25 um d.f.), empregando hélio como gés de arrasteForam aplicados 2 pL de amostra a 1
mg/mL. O programa de temperatura para o EDPpg foi: injetor 260°C, detector 290°C, coluna
aquecida de 50°C até 290°C (3°C/min), no modo Split por impacto eletronico e o fluxo foi de 1,58
mL/min. Para o Ppg-01 a coluna foi aquecida de 100°C até 300°C (7°C/min), permanecendo por 4
min a 300°C e o fluxo foi de 1,5 mL/min. A andlise foi processada no modo de impacto de elétrons
com uma energia de ionizagdo de 84 kV. O composto Ppg-01 com Tg 26.508 min (B) foi

1 13
caracterizado por NMR de He C (dados ndo mostrados) e por comparagdo com dados da literatura
(Fascio et al., 1976; Duarte, 1992; Arriaga et al., 2000; Spindola et al., 2009).

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 9 - Analise do EDPpg e Ppg-01 por cromatografia em camada delgada de alta
performance (HPTLC)

EDPpg Ppg-01

Legenda: A HPTLC foi desenvolvida em placa de silica gel 60 de alta resolucdo, utilizando diclorometano:
acetato de etila (9:1 v/v) como fase movel. As placas foram reveladas para terpenoides com o reagente
vanilina-sulfarico (1% vanilina em etanol:10% &cido sulfdrico em etanol 1:1 v/v).

Fonte: A autora, 2019.

A Figura 10B apresenta a concentracdo de nitrito liberado pelas células RAW 264.7 no
sobrenadante das culturas. O estimulo com LPS induziu a producéo de 37,29 UM de nitrito
pelas células. No entanto, a incubagdo com Ppg-01 provocou uma reducdo significativa da
producdo de nitrito nas concentracfes de 10, 25 e 50 pg/mL, com percentuais de inibigéo:
20,6%, 54,0% e 58,2%, respectivamente. Foi determinado um ICsy de 13,2 pg/mL para a

inibicdo da produgé&o de nitrito, mostrando baixa relagdo com a citotoxicidade.
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Figura 10 - Efeito do diterpeno Ppg-01 sobre a producdo de nitrito e atividade redutora
mitocondrial (ARM) de macrofagos da linhagem RAW 264.7
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Legenda: A) Viabilidade celular. B) Produgdo de nitrito. Células RAW 264.7 foram estimuladas com LPS (1
ug/mL) e incubadas na auséncia e presenca de diferentes concentracbes (0,1 a 50 pg/mL) de Ppg-01
durante 24 h. A concentracdo de nitrito, expressa em UM, foi avaliada através da reacdo de Griess. A
viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT e expressa em percentual de atividade
redutora mitocondrial (ARM), comparada ao controle (LPS). Os dados representam a média + DP de
trés experimentos independentes. **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle (LPS) (teste
One-Way ANOVA seguido de Tukey).

Fonte: A autora, 2019.

4.3. Analise da atividade do diterpeno Ppg-01 sobre migracédo de macrofagos RAW
264.7 em modelo de transwell

Uma vez que a quimiotaxia e a migracdo celular apresentam funcdo crucial no
processo inflamatorio, a atividade de Ppg-01 sobre a migracdo celular de macrdfagos foi
avaliada in vitro no modelo de transwell. Neste modelo, células RAW 264.7 foram
previamente estimuladas com LPS e tratadas com a Ppg-01, e posteriormente avaliou-se a
capacidade de migracdo destas células, utilizando-se um gradiente quimiotatico de soro fetal
bovino (Figura 11). As incubagdes com indometacina (1 pg/mL) e com Ppg-01 (10 pug/mL)
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reduziram significativamente o percentual de células na parte inferior dos insertos, indicando
percentuais de inibicdo de migragéo de 47,7% e 59,8%, respectivamente.

Figura 11 - Efeito da Ppg-01 sobre a migracdo de macréfagos RAW 264.7 no ensaio de
transwell
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Legenda: As células (5 x 10°) foram incubadas na auséncia (controle) ou na presenca de LPS (1 pg/mL),
indometacina (Indo) 1 pg/mL ou LPS e Ppg-01 10 pug/mL durante 24 h a 37°C, 5% de CO, e 95% de
umidade, conforme descrito na metodologia. Os resultados estdo expressos em porcentagem de
migracdo, considerando a migracdo das células incubadas com LPS como 100% de migracdo. Os
dados representam a média + DP de trés experimentos independentes. *p<0,05, ***p<0,001 em
relacdo ao LPS (teste One-Way ANOVA seguido de Dunnett).

Fonte: A autora, 2019.

4.4. Estudo do potencial anti-inflamatério in vivo de Ppg-01 no modelo de edema de pata

induzido por carragenina

Com o intuito de avaliar o efeito anti-inflamatorio agudo de Ppg-01 foi utilizado o
modelo de edema de pata induzido por carragenina. Neste modelo, o uso da carragenina como
agente flogistico resulta em uma resposta inflamatoria aguda, com desenvolvimento de edema
na pata como resultado do extravasamento de fluidos e proteinas e acumulo de leucdcitos no
sitio inflamatorio (Posadas et al., 2004).

Como pode ser observado na Figura 12 a injecdo de carragenina na pata promoveu um
efeito edematogénico no grupo controle, com um pico no indice de edema (55,3%) em 3 h,

seguida de posterior remissdo. No entanto, o pré-tratamento com indometacina e Ppg-01
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(0,002, 0,02 e 0,2 mg/kg) resultou na reducdo significativa do indice de edema ao longo do
tempo, quando comparados ao grupo controle.

Figura 12 - Efeito do diterpeno Ppg-01 sobre o edema de patas induzido por carragenina em
camundongos SW machos
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Legenda: Os animais foram tratados por via intraperitoneal (100 puL) com diferentes doses de Ppg-01 e 1 h
depois, receberam injecéo (s.c.) intraplantar de carragenina (50 pL a 6 mg/mL). O volume da pata foi
medido no tempo zero e nas 4 h subsequentes a injecdo de carragenina. O edema da pata foi avaliado
por indice de edema (%). Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes
n= 6/grupo. *p<0,05, #p<0,01 e +p<0,001 em relagdo ao grupo controle (teste One-way ANOVA
seguido de Tukey).

Fonte: A autora, 2019.

O tratamento com a indometacina promoveu uma inibicdo do edema a partir da
segunda hora de tratamento, apresentando uma inibic&o de 61,7% no tempo de 3 h (pico de
inflamacéo no controle). O tratamento com a dose 0,002 mg/kg Ppg-01 foi capaz de diminuir
0 edema a partir de 2 h, com percentual de inibicdo de 48,1% no pico de 3 h. A dose
intermediéaria (0,02 mg/kg) exibiu inibi¢do significativa em 2 h e 3 h, sendo sua inibi¢cdo no
tempo de 3 h de 31,2%. A maior dose avaliada (0,2 mg/ kg) mostrou-se mais efetiva em
reduzir significativamente os indices de edema ja a partir da primeira hora apds a inducéo,
sendo seu percentual de inibicdo de 53,8% em relacdo ao grupo controle, no pico da resposta
inflamatoria.



64

4.4.1. Analise histopatoldgica qualitativa das patas no modelo de edema de pata induzido por
carragenina

As patas dos animais do modelo de edema de pata induzido por carragenina foram
retiradas, submetidas ao processamento histoldgico, coradas com hematoxilina-eosina e
analisadas.

Conforme mostra a Figura 13, a administracdo de carragenina provocou alteracdes
morfoldgicas no grupo controle (Figura 13B), em relacdo ao grupo sadio (Figura 13A). Apds
4 h da injecdo intraplantar de carragenina, pode-se observar a presenca de infiltrado celular,
além de espessamento da camada da derme.

Figura 13 - Variagdes histologicas induzidas pelo tratamento com Ppg-01 na pata de
camundongos SW machos com edema induzido por carragenina

Legenda: (A) Animal sadio; (B) CIA controle; (C) Indometacina 10 mg/mL; (D) Ppg-01 0,002 mg/kg; (E) Ppg-
01 0,02 mg/kg; (F) Ppg-01 0,2 mg/kg. Imagens representativas de cada grupo. As chaves representam

a espessura da camada da derme e a seta o infiltrado celular.
Fonte: A autora, 2019.
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O tratamento com a indometacina (10 mg/mL) foi capaz de reduzir os efeitos provocados
pela carragenina, com reducdo de infiltrado celular e do espessamento da derme (Figura 13C).
Reducéo desses parametros também pode ser observada nas Figuras 13D, 13 e 13F, com o

tratamento com o Ppg-01 nas doses 0,002 mg/kg, 0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg, respectivamente.

4.5. Estudo do potencial anti-inflamatorio crénico do Ppg-01 no modelo de atrite
induzida por colageno (CIA)

4.5.1. Efeito de Ppg-01 sobre o desenvolvimento e a severidade do CIA

O modelo de CIA é um modelo arquetipico indicado para estudo experimental da
artrite reumatoide, induzido por imunizacéo ativa ao colageno tipo Il (CIl), sendo escolhido
para avaliar a atividade antiartritica do Ppg-01. A injecdo de CII heter6logo em camundongos
DBA/1J, que apresentam susceptibilidade genética, resulta em uma poliartrite erosiva que
compartilha muitas caracteristicas com a AR humana (Caplazi et al., 2015).

O desenvolvimento da artrite foi avaliado atraveés da mensuracdo do volume das patas
traseiras (Figura 14) e por escore clinico (inserto Figura 14). Como podemos observar, a
imunizagdo com CIl promoveu o desenvolvimento da inflamacdo articular com indice de
artrite de 140,1% no 30° dia de experimento (pico da doenca).

O tratamento com metotrexato (2 mg/kg) reduziu de maneira significativa o indice de
atrite, apresentando um percentual de inibicdo de 77,1% no pico de artrite. Os tratamentos
com Ppg-01 0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg também induziram reducdo significativa no indice de
artrite, apresentando percentuais de inibicéo de 45,7% e 52,8%, respectivamente (Figura 14).

Na avaliagdo das alteragcBes macroscopicas por escore, 0s tratamentos com Ppg-01 e
MTX mostraram-se efetivos ao induzirem reducdo dos pardmetros clinicos de vermelhidéo,
inchaco, anquilose, ou seja, deformacdo da extremidade Ossea, e perda de fungédo (inserto
Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do diterpeno Ppg-01 na progressao da artrite induzida por coldgeno II
(CIA) em camundongos DBA/1J machos
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Legenda: Os animais foram imunizados (i.d.) no tempo zero com colageno Il em AFC (2 mg/mL) e no dia 21
receberam uma dose reforco (i.p) (4 mg/mL). O grupo controle com CIA (tratado com o veiculo),
Ppg-01 0,02 mg/kg, Ppg-01 0,2 mg/kg e metotrexato (MTX) 2 mg/kg foram tratados diariamente com
100 pL (v.0.). O indice de artrite e seu grau de severidade (grafico inserido), que avalia os parametros
de edema, vermelhiddo, deformacdes e perda de funcdo foram avaliados trés vezes por semana. Os
resultados (n = 2) sdo expressos como média + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao

grupo controle CIA (teste One-Way ANOVA seguido de Dunnett).
Fonte: A autora, 2019.

Imagens representativas de patas de camundongos sadios (A), com CIA (B), ou com
CIA tratados com Ppg-01 0,02 mg/kg (C), ou Ppg-01 0,2 mg/kg (D) ou metotrexato 2 mg/kg
(E) estdo apresentadas na Figura 15. Camundongos com CIA apresentam edema e
vermelhiddo da pata e falanges (B-C), com anquilose (C), que ndo foram observados em

camundongos com CIA responsivos ao tratamento com Ppg-01 (D) ou metotrexato (E).
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Figura 15 - Avaliagdo macroscopica de patas de camundongos DBA/1J machos com artrite
induzida por colageno II tratados ou ndao com o diterpeno Ppg-01, em
comparagao com animais sadios

Legenda: A) animal sadio; B) animal com CIA (tratado com o veiculo); C) animal com CIA tratado com Ppg-01
0,02 mg/kg; D) animal com CIA tratado com Ppg-01 0,2 mg/kg; E) animais com CIA tratados com
MTX 2 mg/kg.

Fonte: A autora, 2019.

4.5.2. Avaliacdo do efeito do Ppg-01 sobre a integridade 6ssea dos animais com CIA

A anélise ex vivo das patas traseiras de camundongos representativos dos diferentes

grupos do experimento de CIA esta apresentada na Figura 16.
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Pode-se observar que a inducdo da CIA acarretou anquiloses (an) e erosdes com
elevado metabolismo 06sseo (er), além de alteracBes articulares (aa) (Figuras 16B, 16G),
comparado ao animal sadio (Figura 16A, 16F). Estes sinais foram reduzidos nos grupos
tratados com Ppg-01 (Figuras 16C, 16D, 16H) e metotrexato (Figura 16E).

Figura 16 - Avalia¢do radioldgica de patas de camundongos DBA/1J machos com artrite
induzida por colageno II tratados ou nao com o diterpeno Ppg-01, em comparagao
com animais sadios

!

Legenda: Imagens obtidas por radiografia digital. A) e F) animais sadio; B) e G) animais com CIA; C) animais
com CIA tratados com Ppg-01 0,02 mg/kg; D) e H) animais com CIA tratados com Ppg-01 0,2 mg/kg;
E) animais com CIA tratados com MTX 2 mg/kg.

Fonte: A autora, 2019.
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4.5.3. Andlise histolégica das patas de animais dos diferentes grupos do ensaio de CIA

Visando avaliar os efeitos dos tratamentos sobre os aspectos histoldgicos nos animais
com CIA comparado aos sadios, ao término dos experimentos as patas traseiras dos animais
foram retiradas e processadas histologicamente e coradas com hematoxilina-eosina (HE). As
articulac6es femorotibiais e tarsais foram analisadas qualitativamente.

A Figura 17 apresenta micrografias representativas de animais do grupo sadio. Pode-se
observar a estrutura articular tipica do joelho de camundongo DBA/1J sadio com aumento de
4x (Figura 17A) e 10x (Figura 17B). Nota-se a membrana sinovial constituida por poucos
sinovidcitos em espessura (seta preta), e camada subsinovial rica em tecido adiposo e fibroso.
A regido da articulacdo tarsal (Figura 17C) e das falanges (Figura 17D) sdo apresentadas em
aumento de 4x e 10x, respectivamente. Em ambas as figuras nota-se espacos articulares
claramente identificados, com auséncia de sinais de inflamacéo ou degradacéo da cartilagem
ou 0ssea.

A injecdo de colageno Il nos camundongos induziu artrite, com desenvolvimento de
alteracOes histolégicas caracteristicas do modelo. A Figura 18 apresenta fotomicrografias
representativas dos animais do grupo CIA. Cortes histoldgicos da articulacdo femorotibial
podem ser observados em A e C (4x), e B e D (10x). Hiperplasia da membrana sinovial (setas
pretas), massiva infiltracdo inflamatoria (seta branca) e degradacdo articular e 6ssea podem
ser observados nessas imagens. A regido da articulacdo tarsal é apresentada nas Figuras 18E,
18F e 18G em aumento de 4x, 4x e 10x, respectivamente. Nota-se também a presenca de
hiperplasia sinovial (seta preta), com massiva infiltracdo de células inflamatorias (seta
branca), estreitamento do espago articular, comparado ao animal sadio (Figura 17C), e
formagéo de pannus invasivo (asterisco), promovendo a degradagdo da cartilagem e do 0sso
subcondral. A Figura 18H apresenta a regido da articulacdo interfalangeana proximal da pata
dianteira acometida de um animal do grupo CIA, com aumento de 10x. Nesta imagem pode
ser observada hiperplasia sinovial com massiva infiltragdo celular, e formagéo de pannus
invasivo com degradagdo articular e dssea.

As Figuras 19A (4x) e 18C (10x) apresentam imagens representativas da articulagao
femorotibial de animais do grupo tratado com a dose 0,02 mg/kg de Ppg-01, enquanto a
Figura 19E apresenta a articulacdo tarsal em aumento de 4x. Nas imagens, nota-se ainda
hiperplasia da membrana sinovial (seta preta) e infiltrado inflamatorio massivo (seta branca),
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porém observa-se menor destruicdo da articulacdo e do 0sso, em comparacdo ao grupo CIA
(Figura 18E e 18F).

O tratamento com a dose 0,2 mg/kg de Ppg-01 produziu reducdo da hiperplasia
sinovial na articulacdo femorotibial (Figura 19B e 19D). Na articulacdo tarsal, nota-se
infiltrado inflamat6rio moderado (Figura 19E). Em ambos os casos (Figuras 19B, D, e F)
observa-se maior integridade articular e 6ssea, quando comparados com o grupo CIA (Figuras
18A, 18B e 18F, respectivamente).

O tratamento com a droga padrdo MTX produziu reducdo da hiperplasia sinovial e

infiltracdo celular, assim como o dano articular e 6sseo, como pode ser observado nas Figuras

19G e 19H, comparado ao grupo CIA.

Legenda: Seccéo histoldgica da articulagdo femorotibial em aumento de 4x (A) e 10x (B), da junta tarsal (C) e
das falanges (D), tipicas das articulagdes de camundongo sadio, corada com hematoxilina e eosina.
Nota-se auséncia de sinais de inflamagéo ou degradagdo da cartilagem ou 0sso. Membrana sinovial
em aspecto normal (seta pontilhada). O retdngulo representa a regido ampliada.

Fonte: A autora, 2019.
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Legenda: Secgdes histologicas da articulagdo femorotibial em aumento de 4x (A-C) e 10x (B-D), da junta tarsal
4 x (E, F) e 10 x (G), e da articulacdo interfalangeana proximal da pata dianteira (H) de animais do
grupo CIA (10x), coradas com hematoxilina e eosina. Hiperplasia na membrana sinovial (seta preta);
infiltrado inflamatério (seta branca); Pannus invasivo, promovendo degradacdo articular e 6ssea
(asterisco). O retangulo representa a regido ampliada.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 19 - Representacao histoldgica de regifes da pata de camundongos DBA/1J com CIA
tratados com Ppg-01 ou MTX

Legenda: A, C, E) Ppg-01 0,02 mg/kg; B, D, F) Ppg-01 0,2 mg/kg; G, H) MTX 2 mg/kg. A, B, G) articulagdo
femorotibial (4x); C, D) articulagdo femorotibial (10x); E, F, H) articulagdo tarsal (4x). SecBes
coradas com hematoxilina-eosina. Hiperplasia na membrana sinovial (seta preta); infiltrado
inflamatorio (seta branca); Pannus invasivo, promovendo degradacgdo articular e dssea (asterisco). O
retangulo representa a regido ampliada.

Fonte: A autora, 2019.
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4.5.4. Efeito do Ppg-01 sobre o peso corporal e de 6rgaos dos animais com CIA

Apb6s 32 dias da primeira imunizacdo com CIlI, os camundongos DBA/1J dos
diferentes grupos tiveram o peso corporal determinado e apds eutanésia, seus 6rgdos foram
extirpados, pesados e relacionados ao peso corporal, para avaliar possiveis alteracbes. Na
Figura 20 estao expressos os valores médios do peso corporal dos animais e 0s pesos relativos
do figado e rins dos camundongos DBA/1J sadios ou com CIA, tratados com veiculo ou com
as diferentes doses do Ppg-01 ou metotrexato.

Figura 20 - Variacdo do peso corporal e peso relativo do figado e rins nos diferentes grupos de
animais no modelo de CIA
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Como pode ser visto na Figura 20A, o peso corporal do grupo CIA mostrou redugédo
significativa (p<0,001) em relacdo ao grupo sadio. Os tratamentos com Ppg-01 e com 0 MTX
ndo mostraram alteracdo significativa no peso corporal, tanto quando comparado ao grupo
sadio como ao grupo CIA. Também ndo houve diferenca significativa no peso relativo do
figado ou dos rins entre as diferentes condigdes experimentais.

Quanto ao peso relativo dos 6rgéos linfoides (Figura 21), o grupo CIA provocou um
aumento significativo do peso relativo do bago (p<0,001), timo (p<0,01) e linfonodos inguinal
(p<0,001) e popliteo (p<0,001), quando comparado ao grupo Sadio. No bago e linfonodo
inguinal, o tratamento com MTX reduziu (p<0,001) o peso relativo em relagdo ao grupo CIA,
0 que nao foi observado para Ppg-01. Os pesos relativos do baco e linfonodo inguinal dos
grupos tratados com Ppg-01 permaneceram estatisticamente iguais aos do grupo CIA, sendo,

portanto, superiores aos pesos relativos apresentados pelo grupo sadio.

Figura 21 - Variagao do peso relativo de 6rgaos linfoides no modelo de CIA
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Legenda: Os animais foram eutanasiados e o bago (A), timo (B), Linfonodos inguinais (C) e linfonodos popliteos
(D) foram pesados. Metotrexato 2 mg/kg (MTX). Os resultados estdo expressos como média + DP.
*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001 em relagdo ao grupo sadio e p<0,05, °p<0,01 e “p<0,001 em relagdo
ao grupo CIA (teste One-Way ANOVA seguido de Dunnett).

Fonte: A autora, 2019.
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No timo (Figura 21B) e linfonodo popliteo (Figura 21D) observou-se reduc¢ao do peso
relativo em todos os tratamentos, quando comparados ao grupo CIA, sendo os percentuais de
redugdo do timo os seguintes: 36,7% no grupo MTX e 34,9% e 39,5% nas doses de 0,02 ¢ 0,2
mg/kg de Ppg-01, respectivamente. Os percentuais de redugdo do linfonodo popliteo nos
grupos MTX e Ppg-01 0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg, comparados ao grupo CIA, foram de 69,5%,
43,5% e 60,0%, respectivamente.

4.5.5. Avaliacdo do efeito do Ppg-01 sobre a celularidade de érgdos linfoides primarios e
secundarios

Ao final do experimento, os camundongos foram eutanasiados e a medula 6ssea
(6rgdo linfoide priméario) e o baco, linfonodos inguinais e popliteos (6rgdos linfoides
secundarios) foram processados a fim de determinar os efeitos dos tratamentos no numero
total de células destes 6rgdos (Figura 22).

Como observado na Figura 22A, ndo houve alteracdo no nimero de células da medula
entre 0S grupos experimentais avaliados. Em relacdo ao bago (Figura 22B), ndo houve
alteracdo no grupo CIA, comparado ao grupo Sadio, apenas a dose de 0,2 mg/kg de Ppg-01
promoveu reducdo (36,4%) da celularidade em relacdo ao grupo CIA. Foi observado um
aumento (p<0,05) da celularidade do linfonodo inguinal (Figura 2C) (p<0,05) e popliteo
(Figura 22D) (p<0,01) do grupo CIA, em relacdo ao grupo sadio. No linfonodo inguinal
(Figura 22C), dentre os tratamentos, apenas o grupo MTX induziu reducdo (56%) do nimero
de células, em relacdo ao grupo CIA. No linfonodo popliteo (Figura 22D) foi observada
reducdo de 59,5% no numero de células no grupo Ppg-01 0,2 mg/kg. O mesmo percentual de

reducdo foi observado para o grupo MTX.

4.5.6. Efeito do tratamento com Ppg-01 sobre as subpopulacdes de linfocitos CD4+, CD8+ e
CD19+, e seus niveis de ativacdo (CD69+) nos linfonodos inguinal e no baco de
camundongos no modelo de CIA.

As subpopulagdes de linfocitos dos linfonodos inguinais (Figura 23) e do baco (Figura
23) dos camundongos DBA1J com CIA foram diferenciadas através de anticorpos contra

marcadores celulares especificos. Populacdes de linfécitos T helper (CD4+) e citotdxicos
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(CD8+), e linfécitos B (CD19+), bem como suas formas ativas (CD4+CD69+; CD8+CD69+;
CD19+CD69+) foram analisadas com a finalidade de avaliar os efeitos dos tratamentos com

Ppg-01 sobre estas células.

Figura 22 - Variacao da celularidade de 6rgdos linfoides no modelo de CIA
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ANOVA seguido de Dunnett).
Fonte: A autora, 2019.

N&o foram observados aumentos no namero de linfécitos T CD4+ (Figura 23A) ou T
CD8+ (Figura 23C) no grupo CIA, comparado ao grupo sadio. Por outro lado, as
subpopulacdes de linfécitos CD4+CD69+ (Figura 23B), CD8+CD69+ (Figura 23D), CD19+
(Figura 23E) e CD19+CD69+ (Figura 23F) estdo aumentadas no grupo CIA, em relagdo ao
grupo sadio. Quando comparado com o grupo CIA, a subpopulacdo T CD4+ (Figura 23A) foi
aumentada (p<0,05) em 100,5% pelo tratamento com a dose de 0,02 mg/kg de Ppg-01. Com
relagdo as células ativadas nessa subpopulagdo (células CD4'CD69"), apenas o tratamento
com MTX reduziu de maneira significativa (p<0,05) o nimero de células ativadas em relacdo

ao grupo CIA, sendo esse percentual de reducao de 83,6% (Figura 23B).
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Figura 23 - Efeito do tratamento com a Ppg-01 sobre o numero de células das diferentes
subpopulacdes de linfécitos dos linfonodos inguinais (LN ing) de animais com
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Legenda: Os dados mostram um resultado representativo da analise de subpopulac8es de linfécitos, levando em
conta a andlise da celularidade total do érgdo e dos percentuais das subpopulaces de linfocitos,
fornecidas através da fenotipagem por citometria de fluxo. Metotrexato 2 mg/kg (MTX). Os resultados
sdo expressos como média + DP. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagcdo ao grupo sadio e
3p<0,05, "p<0,01 e °p<0,001 em relagdo ao grupo CIA (teste One-Way ANOVA seguido de Dunnett).

Fonte: A autora, 2019.

Na anélise da subpopulacédo de linfocitos T CD8+ (Figura 23C), apenas o tratamento

com a dose 0,02 mg/kg de Ppg-01 induziu diferenca estatistica em relacdo ao grupo Sadio ou

CIA. O tratamento com esta dose aumentou o numero de células T CD8+, em relacdo ao

grupo de animais sadios (196,7%) e ao grupo CIA (199,2%).
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Quando foi avaliado o nivel de ativacdo dessa subpopulacéo de células (Figura 23D),
todos os tratamentos reduziram o numero de linfécitos CD8+CD69+, em relacdo ao grupo
CIA, sendo os percentuais de reducédo de 91,6% (MTX), 86,8% (Ppg-01 0,02 mg/kg) e 63,4%
(Ppg-01 0,2 mg/kg).

Quanto ao numero total de linfocitos B (células CD19+), apenas o tratamento com
MTX produziu reducéo significativa (62,6%), quando comparado ao grupo CIA (Figura 23E).
No entanto, quanto ao nivel de ativacdo desta subpopulacdo celular (Figura 23F), todos 0s
tratamentos foram capazes de reduzir significativamente o numero de linfocitos
CD19+CD69+, sendo os percentuais de reducdo de 89,4% para o grupo MTX, 69,2% para 0
grupo Ppg-01 0,02 mg/kg e 49,6% para o grupo tratado com 0,2 mg/kg de Ppg-01.

A analise das subpopulacGes do baco (Figura 24) no grupo CIA mostrou um aumento
do nimero de células CD4+ (Figura 24A), CD4+CD69+ (Figura 24B), CD8+ (Figura 24C),
CD8+CD69+ (Figura 24D), CD19+ (Figura 24E), e CD19+CD69+ (Figura 24F), em 78,9%,
233,4%, 48,3%, 63,9% , 66,9% e 131,4% em relacdo ao grupo sadio, respectivamente.

Os tratamentos com MTX e Ppg-01 0,02 mg/kg reduziram significativamente o
numero de células T CD4" (Figura 24A) quando comparados ao grupo CIA, sendo as
reducdes observadas de 47,1% (p<0,01) e 33,9% (p<0,05), respectivamente. Na analise de
ativacdo desta subpopulacdo (Figura 24B), todos os tratamentos reduziram o nimero de
células CD4+CD69+, em comparagdo com o grupo CIA, com redugdes de 66,4% para MTX,
49,5% para Ppg-01 a 0,02 mg/kg e 49,1% para Ppg-01 a 0,2 mg/kg.

Na analise das células T CD8+ (Figura 23C), ndo se observou diferenca estatistica
entre o grupo CIA e os grupos com CIA tratados com MTX ou Ppg-01. Quanto a ativacao
dessas células (Figura 24D), o desenvolvimento da CIA induziu um aumento significativo no
namero de células CD8+CD69+, em relacdo ao grupo Sadio, mas nenhum dos tratamentos foi
capaz de reduzir de forma significativa 0 niumero destas células, em relagcdo ao grupo CIA.
Observa-se, entretanto, aumentos de células CD8+CD69+ nos grupos tratados com Ppg-01
nas doses de 0,02 mg/kg (96,7%) e 0,2 mg/kg (80,9%), em relacdo ao grupo de animais
sadios.

Quanto a populacdo de células B (CD19+), houve diferenca estatistica apenas no
grupo tratado com MTX, com reducédo de 46,0%, em relacdo ao grupo CIA (Figura 24E). Na
andlise dos linfocitos CD19"CD69" (Figura 24F), houve reducéo significativa do nimero total
destas células nos grupos tratados com MTX (49,1%) e com as doses de Ppg-01 0,02 mg/kg
(28,5%) e 0,2 mg/kg (42,2%), em relacdo ao grupo CIA.
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Figura 24 - Efeito do tratamento com a Ppg-01 sobre a populacdo de linfocitos do baco de
animais com CIA
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Legenda: Os dados mostram um resultado representativo da analise das populagdes celulares totais, analisadas
por citometria de fluxo levando em conta a celularidade total do érgdo. Metotrexato 2 mg/kg (MTX).
Os resultados sdo expressos como média £ DP. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo
sadio e ?p<0,05, "p<0,01 e °p<0,001 em relacéo ao grupo CIA (teste One-Way ANOVA seguido de

Dunnett).

Fonte: A autora, 2019.

4.5.7. Avaliacdo do efeito do Ppg-01 sobre os parametros hematoldgicos dos animais do

modelo de CIA

Para avaliacdo dos parametros hematoldgicos, o sangue dos camundongos foi coletado

para realizacdo da contagem total e diferencial de leucdcitos, bem como avaliacdo do
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hematocrito.

Na Figura 25A pode-se observar que apenas o tratamento com MTX provocou
reducdo (11,1%) (p<0,05) do hematocrito, e quando comparado ao grupo Sadio. Na analise da
contagem total de leucdcitos no sangue periférico (Figura 25B), pode-se observar que o0s
grupos CIA e MTX apresentaram reducdes (p<0,05) de 29,2% e 34,6%, respectivamente, no
namero total de leucdcitos, em relacdo ao grupo sadio. O grupo Ppg-01 tratado com 0,02
mg/kg apresentou um aumento de 28,9% (p<0,05), quando comparado ao grupo sadio e de
82,1%, comparado ao grupo CIA, enquanto a dose de 0,2 mg/kg de Ppg-01 induziu aumento
de 50,1% (p<0,05), quando comparado ao grupo CIA.

Na analise do nimero de linfdcitos totais (Figura 25C) e do percentual de linfécitos no
sangue (Figura 25D), todos os grupos experimentais reduziram significativamente o niumero
destas células, em relacdo ao grupo sadio. As reduces no numero total de linfocitos foram de
68,9%, 64,8%, 42,8% e 55,7% para os grupos CIA, MTX, Ppg-01 0,02 mg/kg e 0,2 mg/kg,
respectivamente, enquanto o percentual de linfocitos foi reduzido (p<0,001) em 50,1%,
46,6%, 46,2% e 54,5% nos respectivos grupos.

O ndmero total de mondcitos (Figura 25E) foi reduzido (p<0,01) no grupo CIA
(74,2%) e MTX (73,5%), quando comparados aos animais sadios. Na analise do percentual de
mondcitos (Figura 25F) o grupo CIA e o grupo MTX também apresentaram reducdo
significativa de 50% e 33,3%, em comparag¢éo ao sadio, respectivamente. O tratamento com o
Ppg-01 0,02 mg/kg aumentou tanto o numero absoluto (Figura 25E) quanto o percentual de
monacitos (Figura 25F), em relacdo ao grupo CIA, retornando o nimero total e o percentual
destas células aos niveis dos animais sadios.

Com relacdo a contagem total de segmentados (Figura 25G) apenas 0s grupos tratados
com Ppg-01 provocaram alteracfes estatisticas em relacdo ao sadio, apresentando aumentos
de 113,2% na dose 0,02 mg/kg e de 83% na dose 0,2 mg/kg, sendo que somente a menor dose
mostrou aumento significativo em relacdo ao grupo CIA. Quando avaliado o percentual de
segmentados (Figura 25H), todos os grupos experimentais induziram aumentos (p<0,001),

quando comparado ao grupo sadio, ndo mostrando alteragcdo em relagéo ao grupo CIA.
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Figura 25 - Efeito do tratamento com a Ppg-01 sobre dados hematol6gicos em animais com

CIA
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Legenda: Foram analisadas as doses 0,02 e 0,2 mg/kg em camundongos DBA/J (n= 6/grupo) com CIA ou sadios.
Os resultados expressam média + DP de dois experimentos sendo as diferengas estatisticamente
significativas para *p<0,05, **p<0,01 e***p<0,001 000em relacdo ao grupo sadio (teste One-Way

ANOVA seguido de Dunnett).
Fonte: A autora, 2019.
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5 DISCUSSAO

Uma vez que a inflamacdo tem papel central nos processos que levam a patogénese
de diversas doencas, 0 gerenciamento dos processos inflamatérios com drogas anti-
inflamatorias € uma etapa importante na pratica clinica (de Anda-Jauregui et al., 2018). No
entanto, a existéncia de diferentes efeitos adversos e limitagdes nas estratégias dos
tratamentos atuais (Brune e Patrignani, 2015; Gomes et al., 2004; Ensina et al., 2009) vém
estimulando a procura de novas alternativas terapéuticas (Barkin et al., 2010; Moreira et al.,
2011; Brune e Patrignani, 2015).

Como muitos produtos naturais derivados de plantas vém sendo utilizados na clinica
e outros tantos se encontram nas fases Il e Il de triagem clinica (Pushpangadan et al., 2015),
tais produtos vém atraindo crescente interesse cientifico seja por sua diversidade estrutural
Unica de seus constituintes quimicos, seletividade ou especificidade bioquimica (Calixto et
al., 2003, Koehn e Carter, 2005, Pushpangadan et al., 2015, Cragg e Newmam, 2013, Oliveira
et al., 2017, Thomford et al., 2018). Além disso, diversos trabalhos vém demonstrando a
importancia de varios fitoconstituintes na modulacdo da resposta inflamatdria aguda e
cronica.

Deste modo, o presente trabalho demonstrou o potencial anti-inflamatério agudo e
crébnico de um constituinte diterpénico isolado dos frutos P. polygalaeflorus. A espécie é
popularmente conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias e antinociceptivas, sendo o
extrato hidroalcodlico do macerado de seus frutos utilizado para tratamento de reumatismo,
dor de garganta e doencas respiratérias (Pio Correa, 1975, Sabino et al., 1999b, Arriaga et al.,
2000).

Segundo a literatura, os principais compostos isolados nas espécies do género
Pterodon sdo os diterpenos furénicos com esqueleto vouacapano e muitas das atividades
bioldgicas dessas espécies sdo atribuidas a presenca destes compostos (Sabino et al., 1999a,
1999Db; Spindola et al., 2010; Galceran et al., 2011). Eles pertencem a classe dos terpenoides,
gue por sua vez constituem a maior classe de metabdlitos secundarios existente. A estrutura
dos vouacapanos € caracterizada por um esqueleto de 20 atomos de carbono construido pela
fuséo de trés anéis de ciclohexano e um anel furanico (Oliveira et al., 2017).

O EDPpg foi o extrato escolhido para realizar o isolamento de compostos
pertencentes a esta classe de substancia, os terpenoides, uma vez que eles se apresentam em

maior percentual neste extrato (49,10%) quando comparados aos outros extratos (39,36% no
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EHPpg e 41,73% no EEPpg), aumentando a possibilidade de isolamento. Além disso, o
EDPpg apresentou maior rendimento (39%) em relagdo aos demais extratos (Pinto et al.,
2013).

O fracionamento do extrato em coluna de gel-filtracdo Sephadex LH-20, seguido
pelo monitoramento e reunido dos eluatos por semelhanga de bandas avaliada por HPTLC
resultou em fragcdes com perfis de polaridade distintos. No grupo 111, houve o aparecimento
de um precipitado branco, que foi isolado por técnicas de cristalizacdo/recristalizacdo, com
rendimento de 0,45%, sendo denominado Ppg-01 (Figura 7). Esta substancia apresentou alto
grau de pureza, como pode ser demonstrado pela presencga de um Unico pico no cromatograma
obtido por GC-MS (Figura 8). O Ppg-01 foi identificado como o diterpeno furanico 6a,7p3-
dihidroxivouacapano-17p-oato de metila, por GC-MS, RMN de 'H e *C (dados ndo
mostrados), e comparacdo com dados da literatura (Fascio et al., 1976, Arriaga et al., 2000,
Spindola et al., 2009).

A anélise comparativa do EDPpg e de Ppg-01 por HPTLC revelada para terpenoides
também evidencia a eficiéncia do processo de isolamento, uma vez que a riqueza de bandas
observada no extrato bruto foi reduzida a uma Unica banca concentrada em Ppg-01, como
pode ser visto na Figura 9.

Uma vez que se demonstrou elevado grau de pureza de Ppg-01 pelas analises
cromatograficas, 0s ensaios biolégicos foram iniciados. Primeiramente, realizamos o
screening de sua atividade anti-inflamatéria in vitro por meio da avaliacdo da capacidade de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS produzir NO em cultura, o qual foi
determinado indiretamente pela dosagem do nitrito (reacéo de Griess). Este consiste num teste
rapido e barato, muito utilizado no isolamento bioguiado de compostos ativos de produtos
naturais (Dirsch et al., 1998).

O estimulo das células RAW 264.7 com LPS promove a ativacdo dos macrofagos
pela via classica, resultando em células de fenotipo pré-inflamatorio, que passam a produzir
citocinas pro-inflamatorias e expressar oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), 0 que ocasiona
altos niveis de NO (Martinez e Gordon, 2014; Saqib et al., 2018).

O NO é um mediador soltvel envolvido em muitos processos fisioldgicos, e quando
é liberado durante o processo inflamatdrio, exerce funcdes pré-oxidantes e vasodilatadoras,
que sd@o importantes para a infiltragdo dos leucdcitos no sitio inflamatério (Guzik et al., 2003;
Pinto et al., 2013). Os resultados apresentados neste trabalho (Figura 10B) revelaram que o
Ppg-01 inibiu significativamente a produgdo de NO, com ICsy de 13,19 pg/mL. Como a

producdo exacerbada de NO pode contribuir para inimeras condicdes patoldgicas, como
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artrite reumatoide, asma, etc. (Dirsch et al., 1998; Nagi et al.,, 2010; Ali et al., 2014),
farmacos que inibem a producdo ou a biodisponibilidade de NO, como o Ppg-01, podem
representar potenciais alternativas no tratamento dessas doencas inflamatérias (Guzik et al.,
2003).

A fim de confirmar se a reducéo na concentragdo de nitrito mencionada acima estaria
relacionada de fato & modulacdo das fracbes sobre alvos celulares ou se seria reflexo da
inducdo de morte celular, foi realizada concomitantemente uma andlise de seu potencial
efeito citotoxico, pelo ensaio de reducdo de MTT. Este sal é reduzido pelas desidrogenases
mitocondriais a cristais de formazana e esta reducdo é avaliada pela atividade redutora
mitocondrial. Uma vez que apenas células vivas, metabolicamente ativas, podem reduzir o
MTT, esta metodologia é aplicada na avaliacdo da sobrevivéncia e/ou proliferacdo celular
(Mosmann, 1983). O efeito de Ppg-01 sobre a atividade redutora mitocondrial das células
RAW 264.7 resultou numa pequena reducdo da viabilidade destas células (Figura 10A), tendo
apresentado um ICsp de 85,3 pg/mL, indicando que o composto exerce realmente importante
efeito imunomodulador (inibidor) sobre a producdo de NO, com baixa citotoxicidade sobre
tais células.

Quando comparamos os valores de 1Csq para a producéo de NO do extrato EDPpg de
onde foi isolado (11,86 pg/mL) (Pinto et al., 2013), com o valor observado para 0 composto
Ppg-01 isolado (13,19 pg/mL), observa-se um valor proximo ao do extrato bruto. Embora o
EDPpg apresente baixo percentual do Ppg-01 (4,25%), ele possui diferentes constituintes que
podem atuar conjuntamente, potencializando a acdo anti-inflamatoria.

Recentemente, Leal e colaboradores (2018) demonstraram a atividade de fracdes do
extrato hexanico de P. polygalaeflorus em modelos in vitro e in vivo de inflamacdo. Na
andlise da producdo de nitrito em células RAW 264.7 estimuladas com LPS, as fracfes Fr3 e
Fr4 apresentaram menores valores de ICso (17,4 pg/mL e 16,85 pg/mL, respectivamente),
qguando comparadas as demais fragdes avaliadas (39,99% na Frl e 35,12% na Fr2). A
expressao da enzima NO sintase induzivel (iNOS) pelas células RAW 264.7 estimuladas com
LPS também foi analisada e demonstrou-se que estas fragdes promoveram inibigdo de 59,3%
e 49,6% em relacdo a expressdo apresentada pela cultura controle (s6 estimulada com LPS). E
importante destacar que a INOS é um importante alvo terapéutico e sua inibigcdo traz
beneficios no tratamento de diversas patologias de natureza crénica (Dirsch et al., 1998;
Coleman, 2001).

Com relacdo a andlise fitoquimica das fracdes Fr3 e Fr4 (Leal et al., 2018), ficou

demonstrado riqueza de diterpenos furanicos em ambas, estando o composto 6a,7p-
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dihidroxivouacapano-17p3-oato de metila (o composto denominado Ppg-01 neste trabalho)
presente num percentual de 5,12% na Fr3, e sendo o diterpeno predominante na Fr4, com
percentual de 18,47% (Leal et al., 2018). Os resultados obtidos nesta dissertacdo vém
confirmar a participacdo, sugerida por Leal e colaboradores (2018), do 6a,7p-
dihidroxivouacapano-17p3-oato de metila no efeito inibidor das fragbes Fr3 e Fr4 sobre a
producdo de NO. Ao comparar os valores de 1Cso de Ppg-01 (13,19 pug/mL), encontrado no
presente trabalho, com os valores de 1Cs, das fragdes Fr3 (17,40 pg/mL) e Fr4 (16,85 pg/mL)
apresentados por Leal (2018), maior poténcia pode ser atribuida ao composto isolado Ppg-01,
uma vez que este necessita de menor concentracdo de amostra para obter 50% da inibicdo
maxima.

Além das espécies Pterodon, diterpenos vouacapanos sao encontrados em outros
géneros da familia Fabaceae, como Caesalpinia decapetala var. japonica, Dipteryxl
acunifera, Vouacapoua americana, Caesalpinia echinata e Caesalpinia platyloba. (OgawA et
al., 1992; Mendes e Silveira, 1994; Kido et al., 2003; Cota et al., 2011; Hurtado et al., 2013).
Alguns desses compostos tiveram suas atividades bioldgicas avaliadas em diversos modelos
(Jiang et al., 2001, Pudhom et al., 2007, Odalo et al., 2009). O efeito inibitorio sobre a
producdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas com LPS j& foi previamente relatado por
compostos diterpenos com esqueleto vouacapano em outras espécies desta familia (Yodsaoue
et al., 2010; Dong et al., 2015; Lian et al., 2015).

Também relacionado a inflamacéo, o recrutamento de leucocitos é um dos primeiros
eventos deste processo e esta intimamente relacionado ao seu acumulo em determinados
tecidos, contribuindo para diversas patologias. Dessa forma, a inibicdo da migracdo de
leucdcitos € uma importante estratégia na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas-anti-
inflamatdrias (Frow et al., 2004, Luster et al., 2005; Leal et al., 2018). Neste sentido,
avaliamos os efeitos do Ppg-01 sobre a migragdo in vitro de macréfagos RAW 264.7, em
resposta a um gradiente quimiotatico de soro fetal bovino, pelo ensaio de transwell, uma
metodologia rapida para screening de atividade de inibidores de migragéo celular (Frow et al.,
2004; Hulkwoker e Herber, 2011).

Nossos resultados mostraram que a migracdo dos macrofagos estimulados com LPS
através do gradiente quimiotatico, muito utilizada na busca de novas alternativas terapéuticas
anti-inflamatorias (Frow et al., 2004), sofreu inibicdo importante (59,3%) pelo tratamento
com o Ppg-01 a 10 pg/mL, o que também foi observado pelo tratamento com Indometacina a
1 pg/mL (inibicdo de 46,7%), anti-inflamatério padrdo, também j& descrito na literatura
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(Deng et al., 2012). Estes resultados do Ppg-01 vém corroborar o efeito anti-inflamatorio in
vitro desta substancia.

Em seu trabalho, Leal e colaboradores (2018) também avaliaram o efeito do EHPpg
e suas fracdes Frl-Fr4 sobre migracdo de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS. No
modelo de transwell, o extrato e suas fracbes Fr3 e Fr4 mostraram efetiva atividade,
apresentando inibicGes de 48,3%, 45,6% e 55,7%, respectivamente. Essas amostras também
foram efetivas na avaliacdo da migracdo celular segundo o ensaio de wound healing, como
inibicbes de 78,6%, 65,1% e 4,8%, respectivamente. Como citado anteriormente, na
constituicdo quimica do EHPpg, Ppg-01 aparece em um percentual de 7,18% (Pinto et al.,
2013), além de sua presenca nas fracbes Fr3 e Fr4. Dessa forma, os resultados do Ppg-01,
neste trabalho, vem confirmar sua contribuicdo para o efeito inibidor da migracdo celular
observado nestas amostras, e como consequéncia, na atividade anti-inflamatoria previamente
relatada para as mesmas.

Uma vez demonstrado um importante potencial anti-inflamat6rio para o Ppg-01,
através da inibicdo da producdo de NO e da migracdo, decidiu-se aprofundar os estudos do
efeito anti-inflamatdrio de Ppg-01, utilizando modelos in vivo de inflamacéo.

Para isto, foi desenvolvido o modelo de edema de patas induzido por carragenina.
Este modelo de inflamacdo aguda é altamente preditivo e reprodutivel, apresentando papel
relevante no desenvolvimento de novas drogas anti-inflamatorias (de origem natural ou
sintética) e no estudo de mecanismos de acdo (Morris, 2003; Posadas et al., 2004; Silva et al.,
2015).

A injecdo subplantar de carragenina em camundongos leva & uma resposta
edematogénica associada a producdo de diversos mediadores inflamat6rios, como histamina,
serotonina, bradicinina, prostaglandinas, 6xido nitrico e citocinas. O edema observado é de
caracteristica bifasica. A primeira fase, avaliada neste trabalho, ocorre até 6 h apds a injecéo
do agente flogistico e a segunda entre 24 h e 96 h, sendo observado perfil diferenciado de
mediadores envolvidos em cada fase (Henriques et al., 1987; Posadas et al., 2004; Nonato et
al.,, 2011). Além disso, esta resposta em camundongos tem sido associada com mudancas
nociceptivas nas patas e migracdo de células inflamatorias ao sitio de injecdo, sendo
predominante na primeira fase a infiltracdo de neutrofilos polimorfonucleares (Henriques et
al., 1987; Cunha et al., 2005; Rocha et al., 2006).

Nossos resultados demonstraram que o grupo controle deste modelo apresentou um
edema de pata com pico em 3 h, conforme ja demonstrada na literatura (Rabelo et al., 2013;

Taher et al., 2015; Sadeghi et al., 2014), com posterior remissao, assim como para a
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indometacina (Lucetti et al., 2010; Taher et al., 2015; Aquino et al., 2016). O tratamento (i.p.)
dos camundongos com Ppg-01 inibiu significativamente o edema em 3 h em todas as doses
testadas. A maior dose (0,2 mg/kg) foi a mais efetiva, inibindo o edema desde a primeira hora
de inducdo, com percentual de inibicdo de 53,8% no pico de edema, apresentando efeito
semelhante & indometacina, anti-inflamatorio padrdo. Desta forma, nossos resultados sugerem
que o efeito inibitério de Ppg-01 sobre a formacdo do edema na primeira fase seja devido a
inibicdo do efeito e/ou da sintese de mediadores envolvidos na resposta edematogénica.

O processamento histolégico das patas dos animais submetidos ao modelo de edema
de pata induzido por carragenina e tratados com o veiculo da amostra (Figura 13), confirma a
infiltracdo de neutrdfilos na primeira fase da resposta, ja descrita na literatura (Henriques et
al., 1987; Cunha et al., 2005; Rocha et al., 2006). Estes animais apresentaram espessamento
da derme e infiltracdo leucocitaria, quando comparados com o grupo sadio. Por outro lado,
estes parametros foram reduzidos nos animais tratados com o Ppg-01, indicando que este
diterpeno furénico derivado de vouacapano também inibe a migracdo celular in vivo, neste
caso de neutrofilos, e também o extravasamento de fluidos, na inflamacdo aguda. A
indometacina também reduziu estes parametros, o que também tem sido demonstrado por
outros autores (Sadeghi et al., 2014; Aquino et al., 2016; Sakthivel e Guruvayoorappan, 2016)

Como dito anteriormente, a presenca de 60,7p-dihidroxivouacapano 17f3-0ato de
metila (Ppg-01) ja& havia sido descrita em frutos das espécies P. emarginatus, P.
polygalaeflorus e Pterodon pubescens (Fascio et al., 1976; Nunan et al., 1982; Coelho et al.,
2005). Nunan e colaboradores (1982) isolaram este metabolito dos frutos de Pterodon
polygalaeflorus e avaliaram inclusive seu efeito sobre o edema de pata induzido por
carragenina, sé que em ratos. Quando administrado por via oral a 250 pmol/kg (92 mg/kg), o
diterpeno potencializou 0 edema nas patas dos camundongos em 18%, havendo ap6s 6 h
remissdo em 18% deste edema. Em nosso trabalho, utilizamos camundongos da linhagem
SW, que foram pré-tratados (via i.p.) com dose muito inferior (460x) a relatada por Nunan em
ratos (via oral), encontrando-se um perfil de resposta bem diferente para o Ppg-01 (reducéo de
53,8% com 0,2 mg/kg i.p.) daquela observada por Nunan e colaboradores (1982). As
diferentes rotas de administragdo do tratamento, bem como o uso de diferentes espécies de
animais e de doses diferentes administradas podem justificar as diferencas observadas.

Atividade anti-edematogénica também foi observada em outro diterpeno vouacapano
isolado de Pterodon. A administracdo oral de 50 mg/kg de 6a,7B-diidroxivouacapan-17p-
oico, isolado de P. emarginatus, provocou inibicdo no edema induzido por carragenina e por

prostagandina E2. Além disso, no teste de formalina, o este derivado de vouacapano (50 e 100
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mg/kg) mostrou-se efetivo na inibi¢do da fase neurogénica e na fase inflamatéria do modelo,
sendo mais eficaz na segunda fase. Os autores sugeriram que este diterpeno possa ser um dos
principios ativos responsaveis pelas atividades anti-inflamatorias observadas na espécie
(Galceran et al., 2011).

Uma vez que a populagéo utiliza os frutos de Pterodon para o tratamento de artrite e
que trabalhos anteriores sugerem que 0s constituintes furanoditerpenos sejam os principais
compostos envolvidos nas atividades biologicas descritas para as espécies (Silva et al., 2004),
tornou-se de fundamental importancia a avaliacdo deste composto em um modelo
inflamatorio de artrite. Para isto foi empregado no presente trabalho o modelo de artrite
induzida por colageno Il em camundongos. Este modelo compartilha muitas caracteristicas
com a AR humana, sendo por isso considerado padréo ouro no estudo da patogénese da AR e
na pesquisa por novas drogas (Brand et al., 2007; Choudhary et al., 2018, dudics et al., 2018).

A administracdo de colageno tipo Il heterélogo emulsificado em AFC em linhagem
com suscetibilidade genética (ex. DBA/1) leva ao desenvolvimento de uma poliartrite
associada a resposta de linfécitos B e linfocitos T, com a producdo de anticorpos anti-
colageno 1l e células T colageno-especificas (Asquith et al., 2009; Bevaart et al., 2010;
Choudhary et al., 2018).

No presente estudo, a imunizacdo dos camundongos DBA/1J com colageno Il
galinaceo provocou uma resposta artritogénica que teve inicio no 21° dia e pico no 30° dia
apos a primeira imunizacao, e foi seguido de remissdo (Figura 14). Assim, apés 11 dias de
tratamento, Ppg-01 mostrou-se potencialmente antiartritico ao reduzir o edema na pata,
avaliado como indice de artrite, em 45,7% e 52,8%, nas doses de 0,02 e 0,2 mg/kg. A mesma
resposta foi observada na avaliagdo dos parametros clinicos das patas (Figura 15).

Efeito antiartritico (38-42%) também foi observado no extrato diclorometanico de P.
pubescens (Grando et al., 2017) em modelo de artrite induzida por adjuvante (AlA) em ratos,
demonstrando-se uma reducdo do indice de artrite apenas no 14° dia em doses superiores (30-
300 mg/kg) a utilizadas no presente trabalho (0,02-0,2 mg/kg).

Os aspectos histoldgicos envolvidos na CIA se assemelham muito aos observados na
AR humana e caracterizam-se por infiltracdo inflamatdria sinovial, erosdo Ossea e da
cartilagem e hiperplasia sinovial (Asquith et al., 2009, Bevaart et al., 2010; Choudhary et al.,
2018). Estas alteragdes foram fortemente observadas na artrite desenvolvida neste trabalho
(Figura 18). No que diz respeito a infiltracdo de células inflamatdrias no tecido sinovial nas
articulacOes tarsais, a menor dose foi incapaz de promover diminui¢do na infiltragdo no

tecido, enquanto a maior dose reduziu ligeiramente o infiltrado (Figura 19A-F). No entanto, a



89

hiperplasia sinovial na articulagdo femorotibial e o grau de degradacéo articular e dssea foram
reduzidos pelos tratamentos com ambas as doses, quando comparados ao grupo CIA, onde
houve massiva degradacéo. Essa baixa resposta na reducdo do infiltrado inflamatorio pode ser
devido ao curto tempo do tratamento (onze dias) ou porque as doses empregadas ndo foram
suficientes para provocar alteragdes histologicas mais intensas, mesmo tendo reduzido o
edema e os parametros clinicos da doenga (escore) de forma significativa (Figura 14). Por
outro lado, no tratamento de camundongos com CIA com extrato hidroetandlico 15% de
frutos de Petrodon pubescens, via oral por 21 dias, observou-se reducéo significativa tanto da
hiperplasia sinovial, como do infiltrado inflamatorio, além de reduzir a eroséo 0ssea e a
destruicdo articular (Coelho et al, 2004). Embora ndo tenha sido realizada a fitoquimica do
extrato etandlico 15% neste trabalho, € importante destacar a presenca do 60,7p3-
dihidroxivouacapano-17p-oato de metila e de outros derivados furanoditerpénicos no extrato
etandlico 100% dos frutos desta espécie (Coelho et al., 2005).

Adicionalmente, as fracdes Fr3 e Fr4 do extrato hexanico de P. Polygalaeflorus, que
possuem este derivado de vouacapano (Leal, 2015), e cuja acdo antiartritica no modelo de
AlA ja foi citada anteriormente, também melhoraram os parametros histolégicos na
articulacdo tibio-tarsal dos camundongos, comparados aos animais controle de AIA. Os
efeitos antiartriticos do Ppg-01 na CIA, demonstrados neste trabalho, corroboram a
participacdo do 6a,7B-dihidroxivouacapano-17p-oato de metila na atividade antiartritica
relatadas para estas fracbes Fr3 e Fr4.

A erosao 0ssea periarticular, desencadeada na AR pelo desbalanco de osteoblastos e
osteoclastos, afeta de forma significativa a qualidade de vida dos pacientes acometidos, sendo
também observada na CIA. Desta forma, terapias antierosivas, além de anti-inflamatérias, tém
despertado grande interesse cientifico e clinico (Braun e Zwerina, 2011).

Citocinas pro-inflamatdrias envolvidas na patogénese da AR, como TNF-a, IL-6, IL-
1B e I1-17 estimulam a maturacdo e ativagdo de osteoclastos, via mecanismos do fator
estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF) e do ligante do receptor ativador do fator
nuclear kappa-B (RANK-L). Esses fatores promovem o influxo e a diferenciacdo de
mondcitos em osteoclastos que promoverdo a reabsorcdo Ossea a partir da expressdo de
efetores como catepsina k, MMPs e fons H* (Choi et al., 2019; Okamoto et al., 2017; Guo et
al., 2018).

A avaliacdo radiografica é um exame de imagem tipico e o primeiro a ser solicitado
para avaliar a artrite, e as alteracfes patologicas da AR incluem perda uniforme do espago

articular, erosdes dsseas, anquiloses, inchago dos tecidos moles, etc. (Jacobson et al., 2008;
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Barbieri et al., 2016; Aletaha et al., 2018). Os resultados das avalia¢Bes radiologicas da pata
de animais com CIA tratados com Ppg-01 (Figura 16) revelam potencial efeito protetivo sobre
0S 0ss0s, com reversdo do estreitamento do espaco articular, observado na CIA, além da
reducdo de anquiloses. Esta atividade do Ppg-01, pode estar relacionada ou ndo a mecanismos
que alterem o balango e/ou a funcdo de osteoblastos e osteoclastos. Um dos possiveis alvos
para levar a este desbalanco no tecido 6sseo pode ser a produgdo exacerbada de éxido nitrico
pela iINOS, tendo sido demostrado a relacdo entre a ativacdo de iNOS e a apoptose de
osteoblastos em modelos de osteoporose in vivo (Amour et al., 2001). Outros trabalhos
mostram que camundongos deficientes em iNOS s&o resistentes a reabsor¢éo dssea (Van't Hof
et al., 2000; Van't Hof e Ralston, 2001; Nagi et al., 2010). Dessa forma, inibidores de iINOS
poderiam ser valiosos no tratamento da perda dssea em condicGes inflamatorias, como a AR
(Amour et al., 2001).

Neste contexto, como o Ppg-01 foi capaz de inibir a producao in vitro de NO, pode-
se sugerir que o Ppg-01 promova niveis menores de NO no local da inflamagdo, comparado
com o grupo CIA, reduzindo a apoptose de osteoblastos, e permitindo portanto uma melhor
recuperacdo da estrutura éssea. Além disso, o Ppg-01 é capaz de reduzir a migracdo in vivo
(Figura 13) e in vitro (Figura 11) de células inflamatérias. Dessa forma, ele pode estar
diminuindo a destruicdo dssea por reduzir o influxo de macrofagos (células precursoras de
osteoclastos) no tecido sinoval e/ou inibir vias de diferenciacdo destas células em
osteoclastos, ativacdo ou funcdo dessas ultimas. Interessantemente, foi demonstrado um efeito
inibidor da osteoclastogénese, diferenciacdo de macrofagos em osteoclastos, para as fracdes
Fr3 e Fr4, as quais possuem o Ppg-01 em suas composicgdes (Leal, 2015).

A andlise do peso corporal e de 6rgdos € um importante parametro na avaliacdo
preliminar de possiveis efeitos tdxicos associados a tratamentos na pesquisa de novos
farmacos (Nirogi et al., 2014). A analise do peso corporal dos grupos neste trabalho revelou
que o tratamento com Ppg-01 reverteu a perda de peso induzida pelo desenvolvimento da
CIA. Isto indica um melhor prognostico para os animais tratados com o Ppg-01, os quais
apresentaram uma artrite menos debilitante do que a do grupo CIA, permitindo possivelmente
melhor e maior acesso ao alimento. A auséncia de diferenca estatistica entre o peso relativo
do figado (Figura 20B) e dos rins (Figura 20C) entre 0s grupos experimentais sugere que 0
tratamento ndo produziu efeitos toxicos sobre esses 0rgaos.

Com relacdo aos Orgdos linfoides secundarios, sua importancia na AR foi
demonstrada em estudos anteriores (Newbould et al., 1964). Esses 6rgdos geralmente estdo

com seus pesos aumentados nesta condicdo patoldgica devido a hiperplasia de células
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linfoides (Lorton et al., 1997; Lee et al., 2007), o que € considerado um sinal de imunidade
aumentada (Kwon et al., 2014). Neste trabalho, observamos aumento do peso relativo do baco
e linfonodos drenantes no grupo CIA, além do peso relativo do timo, que é um 6rgéo linfoide
primario onde se completa a maturacdo de células T. Os aumentos observados nos pesos
relativos do timo e dos linfonodos popliteos foram reduzidos pelo tratamento com Ppg-01,
sugerindo efeito inibidor deste sobre o sistema imune.

Com relacéo a celularidade, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa entre
0S grupos experimentais na contagem de células da medula (Figura 22A). A esplenomegalia e
aumento da celularidade do baco, frequentemente observados na CIA, podem estar associados
a expansdo seletiva de esplendcitos mieloides CD11b*, precursores de fagdcitos
mononucleares e neutréfilos. Na AR, as células CD11b" podem se diferenciar em
osteoclastos, em um processo regulado negativamente por interferon gama (IFN-y). Esse
efeito estimulador sobre a mielopoiese estd associado a superestimulagdo inata por
componentes micobacterianos do AFC, utilizado na indugdo da CIA (Billiau e Matthys, 2001,
De Klerck et al., 2004). Apesar do tratamento com Ppg-01 néo ter reduzido o peso do baco, a
contagem de esplendcitos foi menor no tratamento com o Ppg-01 na dose 0,02 mg/kg, em
comparacdo ao grupo CIA, o qual apresentou tendéncia de aumento em relagdo ao grupo
sadio. Embora ndo tenhamos avaliado a subpopulacdo CD11b+ especificamente, a reducdo na
contagem de células pode estar relacionada a reducéo dessa populacdo. Quanto ao linfonodo
popliteo, a reducdo do peso relativo foi acompanhada pela reducdo do nimero de células, na
maior dose, indicando efeito imunossupressor, o que ndo foi observado com a menor dose.

As células T tém papel fundamental na patogénese da AR, atuando de forma ativa na
iniciacdo e progressdo da doenga. As células T CD4+ estdo altamente infiltradas no sitio da
inflamacdo onde medeiam indiretamente a producdo de autoanticorpos, a inflamagdo na
articulacdo e a reabsorcdo Ossea (Guo et al., 2018). As celulas CD8+, por sua vez, tém sido
associadas a supressdo da patogenicidade na doenca (Kadowaki et al., 1994; Suzuki et al.,
2008). Esse efeito supressor pode ser demonstrado pelo fato de que camundongos deficientes
em CD8 mostram-se mais suscetiveis a segunda inducdo da CIA ap6s remissdo da doenca
inicial (Tada et al., 1996).

O tratamento dos animais artriticos com Ppg-01 diminuiu o numero absoluto de
linfocitos T citotoxicos (CD8+) e linfocitos B (CD19+) ativados (CD19+CD69+) nos
linfonodos inguinais em comparagdo com o grupo CIA. A menor dose provocou aumento do

namero de células CD4+, sem afetar sua ativacéo.
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No baco, o efeito do tratamento com Ppg-01 foi mais pronunciado, uma vez que
induziu significativa redugdo do nimero absoluto de células T CD4" na menor dose, e na
subpopulacédo ativada (CD4+CD69+), com ambas as doses, além de reducao na subpopulagéo
de linfocitos B ativados (CD19+CD69+). Esses dados indicam que Ppg-01 possivelmente
esteja afetando mecanismos envolvidos tanto na expansao como na ativacdo de linfécitos. Por
1ss0, pode-se sugerir um efeito imunomodulador para o Ppg-01 no tratamento de animais com
CIA.

As fragdes Fr 3 e Fr4 do EHPpg, potencialmente antiartriticas na AlA, também
apresentaram efeito imunomodulador. No linfonodos inguinais dos camundongos com AIA
foi observada reducéo do nimero absoluto de células T CD4+ e T CD8+. No entanto, quanto
a ativacdo, houve aumento na subpopulacdo CD4+CD69+, tendo sido sugerido um desvio da
resposta imune para resposta Th2 em detrimento da resposta Th1 (Leal, 2015).

Em outro trabalho do grupo, o 6leo essencial de P. polygalaeflorus inibiu a
proliferacdo in vitro de linfécitos do bago, induziu morte celular por apoptose e afetou a
ativacdo dos subtipos de linfocitos, sugerindo efeito sobre a modulacdo da resposta imune.
Além disso, também apresentou efeito anti-inflamatério no modelo de bolha de ar (Veloso et
al., 2013). Este modelo mimetiza 0 microambiente da cavidade sinovial, com a injecdo de
carragenina produzindo uma resposta inflamatéria associada a infiltracdo de leucdcitos,
exsudacdo de proteinas e producdo de mediadores inflamatérios (Duarte et al., 2018).

Trabalhos anteriores do nosso grupo com a espécie P. pubescens (Coelho et al., 2004),
também relataram sua atividade moduladora sobre a resposta imune. Camundongos com CIA
tratados com o extrato hidroalcodlico de P. pubescens apresentaram menor severidade da
artrite, melhora dos parametros histoldgicos, reducdo no nimero absoluto de células T CD4+,
células T CD8+ e células T CD4+CD69+, com aumento de células T CD8+CD69+ nos
linfonodos inguinais dos animais. Uma vez que o extrato também inibiu a producdo de
mediadores inflamatorios in vitro (IL-6 em células mononucleares do sague periférico e NO
em macrofagos murinos), foi sugerido que o efeito imunomodulador observado estivesse
relacionado a reducdo das fungdes de células acessorias, necessérias para a ativacdo de
linfocitos.

Com relagao aos parametros hematologicos (Figura 25), sugere-se que a reducao no
numero total de leucdcitos, linfocitos e mondcitos, observada no grupo CIA, pode estar
relacionada a uma maior migracdo destas células para a pata inflamada. Dados da literatura
mostram que mondcitos do sangue periférico de pacientes de AR exibem aumento

quantitativo na expressao de moléculas de adesdo e qualitativo, na avidez dos receptores de
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adesdo (Lioté et al., 1996). Essas mudancas poderiam influenciar a adesdo desses mondcitos
ao endoteélio. Por outro lado, 0 aumento do nimero total de leucdcitos nas duas doses do
furano diterpeno Ppg-01 utilizadas, 0 aumento do namero total e percentual de mondcitos na
menor dose, bem como o numero total de segmentados na menor dose, todos em relacéo ao
grupo CIA, pode estar relacionado a reducdo da expressdo/ativacdo de moléculas de adesdo,
induzida pelo Ppg-01, uma vez que a regulacdo de moléculas de adesdo, como integrinas,
pode ser modificada por drogas (Weill et al., 1992), reduzindo a capacidade destas células se
infiltrarem no tecido e promoverem maior dano. A menor infiltragdo de leucdcitos no tecido
da pata dos animais submetidos ao edema de patas também pode estar relacionada ao efeito
modulador sobre moléculas de adesao.

De fato, a atividade anti-inflamatoria de terpenos tem sido relatada em diversas
espéecies (Kin et al., 2013; Gonzélez et al., 2013; Lee et al., 2013; Través et al., 2014).
Estudos in vitro, relatam uma inibicdo da expressdo de citocinas pré-inflamatoérias, como
TNF-a, IL-1B e IL-6, por diversas classes de terpenoides (Veja et al., 2018). Também foi
demonstrado que certos compostos terpénicos podem exercer suas funcdes anti-inflamatdrios
através da modulagdo dos perfis de secrecdo de citocinas Th1l/Th2 ou da inibicéo de respostas
imunes de células T (Ku e Lin, 2013).

No presente trabalho, o Unico mediador inflamatorio avaliado foi o NO. Entretanto, a
reducdo do edema de pata induzido por carragenina e a melhora significativa da severidade da
CIA sugere que Ppg-01 possa atuar em vias de outros mediadores inflamatérios, ja que
diversos mediadores inflamatérios estdo envolvidos na inducdo do edema de patas induzido
por carragenina (Henriques et al., 1987; Posadas et al., 2004). Estudos desenvolvidos por
Rocha e colaboradores (2006) demonstraram a participagdo do TNF-o na resposta
inflamatoria desencadeada pela injecdo de carragenina nas patas dos camundongos. A
administracdo de anticorpo anti-TNF-a reduziu drasticamente o edema de patas na primeira
fase do modelo, fase avaliada neste trabalho. Desta forma, o0 TNF-o pode ser um potencial
alvo de Ppg-01.

Esta citocina pré-inflamatoria € produzida por mondcitos, macréfagos linfocitos T
ativados e estd envolvida em diversos processos inflamatorios, dentre eles a AR onde se se
encontra com niveis elevados no fluido sinovial. O desenvolvimento da AR envolve a inducgéo
de metaloproteinases e moléculas de adesdo, ativacdo de osteoclastos, angiogénese, dentre

outros processos. A terapia com bloqueio de TNF-a esta associada a uma mudanga no
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equilibrio de citocinas, podendo ser esta citocina um potencial alvo terapéutico para
tratamento da AR (Vasati et al., 2007; Yamanaka, 2015; Guo et al., 2018).

Apesar de diversos estudos farmacologicos avaliarem as atividades bioldgicas de
furano diterpenos isolados de espécies do género Pterodon (Olieira et al., 2018), a maioria
dos trabalhos esta limitada ao estudo de sua atividade antinoceptiva Poucos sdo os trabalhos
que avaliam a atividade anti-inflamatdria desses compostos.

Neste sentido, este trabalho demonstra atividade anti-inflamatéria para Ppg-01,
sugerindo que este composto possa ser um dos principios ativos responsaveis pelas atividades
biologicas atribuidas as espécies Pterodon, abrindo perpectivas para um estudo mais
detalnado de seu efeito na CIA, bem como de seu mecanismo de acdo, efeitos

farmacocinéticos, toxicoldgicos, assim como os efeitos farmacologicos.
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CONCLUSOES

b)

d)

f)
9)

h)

)

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

O fracionamento do extrato diclorometano de P. polygalaeflorus (EDPpg), seguido de
cristalizacdo/recistralizacdo de precipitado, resultou no isolamento, com elevado grau
de pureza, do diterpeno furénico identificado como 6a,7B-diidroxivouacapano-17p-
oato de metila (Ppg-01).

Ppg-01 apresentou atividade significativa na inibi¢do da producéo in vitro de NO por
células RAW 264.7;

Ppg-01 inibiu significativamente a migracdo in vitro de macrofagos RAW 264.7

estimulados com LPS;

O Ppg-01 apresentou significativo efeito anti-edematogénico agudo, diminuindo
parametros inflamatérios como o0 edema de pata induzido por carragenina,

espessamento da derme e infiltracdo leucocitéria;

Ppg-01 apresentou potencial efeito imunomodulador e antiartritico no modelo de CIA,
ao:

- reduzir o indice de artrite e os parametros clinicos da doenca;

- promover protecdo a integridade dssea e articular, segundo avaliacdo radioldgica e
histologica;

- reduzir a celularidade do baco e linfonodo popliteo, 6rgéos linfoides secundarios;

- reduzir o numero absoluto de diferentes subpopulagées de linfocitos T ativos no bago
e no linfonodo inguinal (T CD4+CD69+ no bagco e T CD8+CD69+ no linfonodo);

- reduzir o numero absoluto de linfocitos B ativos (CD19+CD69+) tanto no baco
como no linfonodo inguinal, celulas produtoras de anticorpos (incluindo

autoanticorpos, patogenicos na CIA).
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