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RESUMO

A esclerose multipla (EM) é uma doenga autoimune, crbnica, progressiva,
inflamatdria e desmielinizante do sistema nervoso central (SNC) que afeta 2,5
milhdes de pessoas em todo o mundo. A encefalomielite autoimune experimental
(EAE) € o modelo mais aceito para o estudo da patogénese da EM, devido a sua
similaridade clinica e histopatologica a esta doenca. Ambas apresentam processos
fisiopatoldégicos mediados por células Thl e Th1l7, com producdo de citocinas proé-
inflamatérias, como Interferon-gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
e Interleucina 17 (IL-17) e pelo 6xido nitrico (NO), produzido principalmente por
macrofagos. Atualmente, os medicamentos utilizados para a EM atuam sobre alguns
desses mediadores inflamatérios, porém devido ao alto custo e efeitos adversos
apresentados torna-se necessaria a busca por novas terapias que sejam capazes de
modular a producédo destes mediadores inflamatérios. Assim, no presente trabalho,
investigou-se o efeito imunomodulatério in vitro do &cido caurenoico e do partenolido
sobre a producédo de NO, TNF-q, IFN-y, IL-17 e Interleucina 6 (IL-6) em culturas de
esplendcitos de camundongos induzidos com EAE. Para isso, a EAE foi induzida em
fémeas de camundongos C57BI/6 com MOG3s.55 € ap0s 22 dias da inducao elas
foram eutanasiadas para obtencdo dos esplendcitos. Estas células, reestimuladas
com MOGssss5 e lipopolissacarideo (LPS), receberam as substancias testadas em
trés concentracdes diferentes (25, 50 e 100 uM para o acido caurenoico, e 1, 5 e 20
UM para o partenolido). O acido caurenoico reduziu os niveis de NO, TNF-a, IFN-y,
IL-6 e IL-17 nas duas maiores concentracOes avaliadas. O partenolido diminuiu a
producdo de IL-6 nas trés concentracbes, de NO e IL-17 nas duas maiores
concentragbes e de TNF-a, IFN-y somente na maior concentragdo avaliada. Os
resultados obtidos neste trabalho sugerem que o acido caurenoico e o partenolido
podem modular a producdo dos mediadores quimicos em questdo, demonstrando o
grande potencial destas substancias para o desenvolvimento de novas abordagens

na EAE, modelo animal da EM.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease, chronic, progressive, inflammatory
and demyelinating disease of the central nervous system (CNS) that affects 2.5
million people worldwide. The experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is
the most accepted model for studying the pathogenesis of MS due to its clinical and
histopathologic similarity to this disease. Both have pathophysiological processes
mediated by Thl and Th17 cells, with production of pro-inflammatory cytokines such
as interferon-gamma (IFN-y), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) and interleukin
17 (IL-17) and mediated nitric oxide (NO), mainly produced by macrophages.
Currently used medications for MS act on some of these inflammatory mediators, but
due to the high cost and adverse effects displayed becomes necessary to search for
new substances which are capable of modulating the production of these
inflammatory mediators. Thus, in the present study investigated the in vitro effect
immunomodulatory of the kaurenoic acid and parthenolide on the production of NO,
TNF-a, IFN-y, IL-17 and Interleukin 6 (IL-6) in splenocyte cultures of mice induced
with EAE. For this, EAE was induced in female C57BIl/6 with MOGg3s.55 and animals
were euthanized on the 22" day post induction for obtaining splenocytes. These cells
restimulated with MOGg3s.55 and lipopolysaccharide (LPS) were given the substances
tested at three different concentrations (25, 50 and 100 uM for kaurenoic acid and 1,
5 and 20 uM for the parthenolide). The kaurenoic acid reduced the levels of NO,
TNF-a, IFN-y, IL-6 and IL-17 at the two highest concentrations tested. Parthenolide
was able decrease the production of IL-6 in all tested concentrations, although the
NO and IL-17, was only decreased by the two highest concentration and TNF-a, IFN-
v was decreased only the highest concentration analyzed. The results obtained in
this study suggest that kaurenoic acid and parthenolide may modulate the production
of inflammatory mediators, demonstrate the great potential of these substances as

prototypes for the development of new approaches in EAE, an animal model of MS.
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1. INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) € uma doenca cronica, inflamatoria e progressiva
do sistema nervoso central (SNC), de natureza autoimune, caracterizada pela
infiltracdo de células T auto reativas com consequente destrui¢cdo focal da mielina e
perda de oligodendrécitos (BHOPALE et al.,, 2014). Sua etiologia ainda ndo esté
totalmente esclarecida, e apesar de estudos correlacionarem fatores genéticos com
a maior predisposicdo ao desenvolvimento da EM, aspectos ambientais observados,
como a variacao de incidéncia da doenca latitude-dependente, indicam que a EM é
uma doenca complexa e multifatorial desenvolvendo-se em individuos
geneticamente susceptiveis apds exposicdo a fatores ambientais ainda ndo bem
definidos (KAKALACHEVA, LUNEMANN, 2011; OUADGHIRI et al., 2013).

A EM afeta todas as por¢coes do SNC e, apesar de ser vista como uma
doenca da substéncia branca, lesbes podem ocorrer também na substancia
cinzenta, abrangendo assim, todo o parénquima onde se desenvolve. Atualmente,
sabe-se que o envolvimento do coértex cerebral pode chegar até 93% e sua
importancia é claramente evidenciada pela relagéo entre o grau de perda axonal e a
incapacidade neurolégica observada nos pacientes com EM (LUDWIN, 2006;
WALKER et al., 2011; MURTA, FERRARI, 2013).

Geralmente, tem inicio entre os 20 e 40 anos, sendo a principal causa de
incapacidade ndo traumatica em jovens adultos (TULLMAN, 2013). Os sintomas
iniciais frequentemente observados séo fraqueza nos membros inferiores, disturbios
sensoriais, neurite optica, diplopia, ataxia, entre outros. Muitas vezes, 0s pacientes
ndo procuram atencdo médica quando esses sintomas sao irrelevantes. Conforme a
doenca evolui, pode-se observar disfuncdo urinaria, fadiga, fraqueza, dor, vertigem,
espasmos. Os déficits cognitivos sdo comuns, especialmente nos casos avancados
e incluem perda de memoria, déficit de atencdo, dificuldade em solucionar
problemas e lentiddo no processamento das informacdes. A depressao é observada
em 60% dos pacientes durante o curso da doenca e a taxa de suicidio € 7,5 vezes
maior que a populacdo normal, principalmente entre homens jovens (HAUSER,
OKSENBERG, 2006).

A EM apresenta curso clinico variavel para cada individuo, podendo ser
categorizada clinicamente como surto-remissiva ou remitente-recorrente, progressiva

priméria, progressiva secundaria e progressiva com surtos (ZANDIEH et al., 2013).
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Segundo a Associacdo Brasileira de Esclerose Mdltipla (ABEM, 2013) e o Comité
Brasileiro de Tratamento e Pesquisa da Esclerose Mdultipla (BCTRIMS, 2013), a
forma remitente-recorrente, € a de maior importancia clinica, pois acomete cerca de
80 a 85% dos pacientes. Esta se caracteriza por episédios de exacerbacdo dos
sintomas seguidos por periodos de estabilidade clinica e, segundo o Ministério da
Saude, cerca de 50% dos casos evoluem para a esclerose multipla secundaria
progressiva apos 10 anos do diagnostico (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A EM afeta aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas no mundo, com
prevaléncia que varia entre 1 e 150/150.000 habitantes, dependendo do pais e
populacdo especifica (OJEDA et al., 2013). No Brasil, ndo existem muitos estudos
de prevaléncia, porém alguns pesquisadores afirmam que o numero de casos
registrados é, em média, de 15 casos para cada 100.000 habitantes na regido
sudeste (CALLEGARO et al., 2001).

Em relagdo a imunopatologia da EM, inicialmente, acreditava-se que as
citocinas produzidas pela resposta imunologica contra o SNC tinham um padréo
especifico do tipo Thelper 1 (Thl), sendo a interleucina-12 (IL-12) e o interferon-
gama (IFN-y) as principais citocinas envolvidas na inducdo do processo inflamatério
durante o curso da EM. Entretanto, atualmente sabe-se da importancia da resposta
especifica mediada por linfécitos T com um padréo Thl7, jA que o rompimento da
barreira hematoencefélica (BHE) acontece, entre outros fatores, por agdo da IL-17,
citocina produzida por este tipo celular. Porém, cabe ressaltar que as citocinas pro-
inflamatorias e mediadores, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), [FN-y,
interleucinas IL-12, IL-17, IL-18, IL-4, IL-10, IL-5, fator trasformador de col6nias
(TGF-B), 6xido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio (H,O,) e algumas quimiocinas
também desempenham algum papel na manutencéo e estabelecimento de doencas
autoimunes como na EM (CORREA et al., 2010; FLETCHER et al., 2010).

A limitacdo de estudos em humanos, a dificuldade do acesso ao tecido lesado
(SNC) e a rara realizacdo de autopsias sdo as principais causas da utilizacado de
modelos animais para os estudos da EM. Esses modelos se tornaram a chave nos
estudos e subsequente desenvolvimento de novos medicamentos para doencas
autoimunes humanas (POLLINGER, 2012). Dessa forma, muito do conhecimento
adquirido nas ultimas décadas sobre os mecanismos envolvidos nos processos de
desmielinizacdo na EM se deve aos estudos conduzidos no modelo experimental,

como a encefalomielite autoimune experimental (EAE) (MIX et al., 2008).
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A EAE é o modelo animal mais aceito para o desenvolvimento dos estudos,
devido as semelhancas clinica, morfologica e histopatolégica com a EM. E baseada
em uma reacao autoimune orgao-especifica mediada por células T induzidas contra
as proteinas da mielina (WALKER et al., 2011).

A EAE pode ser induzida em animais geneticamente susceptiveis pela
imunizacdo com antigenos da mielina emulsificados em adjuvante apropriado. Um
dos antigenos que pode ser utilizado é a glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos (MOG) emulsificada em adjuvante completo de Freund (CFA) e
posterior ativagdo do sistema imunolégico com toxina pertussis. Animais imunizados
dessa forma apresentardo, em torno do 10° dia apds imunizacao, perda de tbnus da
cauda, seguido de paralisia das patas traseiras e posteriormente das patas
dianteiras. Normalmente, apds 2 ou 3 dias do pico da doenga, o qual geralmente
acontece em torno do 19° dia apds imunizacdo, os sintomas sdo amenizados e se
apresentam como na forma de surto remissdo (FALLARINO et al., 2006).

Este modelo animal também pode ser induzido pela transferéncia adotiva de
células TCD4" mielina—especificas de animais isogénicos com EAE para animais
saudaveis, reforcando ainda mais o carater autoimune deste modelo (FLETCHER et
al., 2010; CHASTAIN et al., 2011).

Até o presente momento, ndo existe cura para a EM e nem mesmo um
tratamento que seja amplamente eficaz. As terapias atualmente disponiveis visam,
principalmente, reduzir o nimero de surtos, retardar a progressdo da doenca e a
incapacidade cognitiva observada, utilizando-se para isso farmacos anti-
inflamatdrios e imunomodulatérios (CORREA et al., 2010). A primeira linha de
tratamento tinha como base o uso dos glicocorticoides, utilizados em alguns casos
até hoje, para acelerar o processo de recuperagdo pos-surto. Porém, estes
apresentam uma série de efeitos adversos no uso crénico como inducdo ao
diabetes, osteoporose e atrofia muscular quando usados em altas doses e por
longos periodos (BISAGA et al., 2012).

Entre as terapias imunomodulatorias, o Interferon-B (IFN-B) e o acetato de
glatiramer sdo as mais utilizadas. Apesar de serem tratamentos de primeira linha,
estes medicamentos ndo sao suficientemente eficazes, principalmente nos pacientes
que apresentam a forma mais comum, remitente-recorrente. Nesses casos, estes
farmacos sdo pouco efetivos, pois 0s pacientes acabam por desenvolver

reincidéncias e/ou piora das deficiéncias (FLETCHER et al., 2010).
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Além da inefichcia ja& observada em alguns casos, as terapias
imunomodulatérias apresentam fortes efeitos adversos e custos elevados, o que
reafirma a necessidade do desenvolvimento de pesquisas para a descoberta de
novos e efetivos farmacos para EM (CORREA et al., 2010).

Neste contexto, os produtos naturais, especialmente as plantas medicinais,
constituem importante fonte de metabdlitos ativos para o desenvolvimento de novos
farmacos, visto que, grande parte dos medicamentos disponiveis na terapéutica de
varias doencas foram desenvolvidos a partir de fontes naturais (VALLI et al., 2012;
BOECK, 2005). Exemplo disso sdo a morfina e 0 acido acetilsalicilico (sintetizado a
partir da salicina), farmacos oriundos de plantas medicinais (BARREIRO, BOLZANO,
2009).

Em relacdo a EM, muitas pesquisas vém sendo realizadas com plantas
medicinais e seus metabdlitos, avaliando-se suas possiveis acfes
imunomodulatérias no curso da EAE (CASTRO et al., 2012; FONTES et al., 2014;
LIU ET al.,, 2014). Dentre os varios compostos naturais ativos com potencial
farmacoldgico para o tratamento da EM, destacam-se o acido caurenoico e 0
partenolido. Essas substancias tém  demonstrado grande  potencial
imunomodulatério, inibindo a producdo de mediadores presentes em processos
inflamatérios e na EM, sendo, portanto, substancias promissoras em experimentos
utilizando-se o modelo de EAE (MAGNI et al., 2012; GELMINI et al., 2013).

O acido caurenoico € o principal diterpeno encontrado nas raizes tuberosas
de Smallanthus sonchifolius (Asteraceae), conhecida como batata yacon, e em
diversas outras plantas, como as do género Copaifera L. (Fabaceae), das quais se
extrai 0 6leo de copaiba. Esse 6leo é amplamente utilizado na medicina popular com
diversas finalidades, sendo sua acdo anti-inflamatéria uma das mais estudadas
(MELO et al.,, 2001; GELMINI et al., 2013; RUFATTO et al., 2013). Estudos tém
demonstrado a atividade anti-inflamatéria e imunomodulatéria desempenhada pelo
acido caurenoico, o qual se mostra capaz de inibir varios mediadores como NO,
enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), prostaglandinas E2 (PGE;), Oxido nitrico
sintetase induzivel (iNOS), IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-B (DIAZ-VICIEDO et al., 2008;
CHOI et al., 2011). Além disso, estudos evidenciam a capacidade da inibicdo da
ativacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB) pelo acido caurenoico. Esse fator de

transcricdo desempenha um importante papel na regulacdo de grande numero de
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genes envolvidos na resposta inflamatéria e na EM, assim como na producdo das
diversas citocinas (HUESO-FLACON et al., 2011).

Assim como o acido caurenoico, o partenolido possui acéo anti-inflamatéria e
imunomodulatéria, apresentando grande potencial imunomodulatério na EAE. O
partenolido é uma lactona sesquiterpénica encontrada nas partes aéreas de
Tanacetum parthenium (Asteraceae), conhecida como artemisia ou tanaceto, e
utilizada tradicionalmente para o tratamento da enxagueca e problemas
inflamatorios. Além disso, ha varios medicamentos fitoterapicos de tanaceto sendo
utilizados para o tratamento da enxaqueca, sendo o partenolido a principal
substancia ativa deste vegetal (KAPLAN et al., 2002).

Com relacdo as atividades anti-inflamatéria e imunomodulatéria do
partenolido, estudos in vitro e in vivo demostram que este é capaz de diminuir a
expresséo de algumas citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-q, via inibicdo da ativacdo do
fator de transcricdo NF-kB (LI et al., 2006; MAGNI et al., 2012; ZHAO et al., 2012).
Além desse mecanismo de acdo, o partenolido também desempenha suas
atividades através da inibicdo do sinalizador de traducao e ativador de transcricdo 3
(STAT3), fator de transcricdo envolvido na diferenciacdo de células Thl7 e na
producao de IL-17, principal interleucina da resposta Th17 e diretamente relacionada
a patogénese da EAE (CARLISI et al., 2011; SKOUMAL et al., 2011).

Desta forma, considerando as atividades anti-inflamatoria e
imunomodulatérias do &cido caurenoico e do partenolido, e o grande potencial
destas substancias no tratamento de doencas autoimunes, torna-se importante a
avaliacao do efeito imunomodulatorio destes compostos na producdo de mediadores

inflamatorios na patogénese da EAE em camundongos C57BL/6.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESCLEROSE MULTIPLA

A esclerose multipla, também conhecida como esclerose em placas, foi
descrita pela primeira vez pelo neurologista francés, Jean Martin Charcot, em 1868
(KUMAR et al.,, 2011). O nome “esclerose” deriva do termo grego que significa
cicatrizado ou endurecido, correspondendo as areas onde foi destruida a mielina no
SNC; enquanto que “multipla” refere-se a condicdo do numero de vezes que se
repetem as les6es (CABANILLAS, 2012).

A EM é uma doenca inflamatéria cronica do SNC, caracterizada por
desmielinizacéo, gliose e danos axonais, resultante de uma resposta autoimune
contra antigenos da bainha de mielina (FEINSTEN et al., 2013). Embora, Charcot,
em 1868, tenha caracterizado a EM como uma doenca predominantemente da
substéancia branca, estudos recentes mostram infiltrados inflamatorios perivasculares
na substancia cinzenta muito semelhantes aos observados na substéancia branca,
sugerindo que a EM pode ser entendida como uma doenca inflamatéria tanto da
substancia branca como da cinzenta (LUCCHINETTI et al., 2011). Essas lesbes
causam multiplos sinais e sintomas de disfuncdo neuroldgica, resultantes da
interrupcdo do impulso nervoso nos tratos mielinizados do SNC (HAUSER,
OKSENBERG, 2006).

Os sinais e sintomas mais comuns incluem fraqueza, distirbios sensoriais,
neurite oOptica, diplopias e ataxia. Com a evolu¢cdo da doenga, pode-se observar
disfuncéo esfincteriana, fadiga, fraqueza, dor, vertigem, espasmos, depressédo e
declinio cognitivo (TULLMAN, 2013). Diante das diferentes formas clinicas pelas
guais a EM pode se manifestar, um consenso foi realizado por especialistas da
Sociedade Americana de Esclerose Mudltipla (NMSS), estabelecendo uma
padronizacdo da terminologia utilizada para a descricdo destas formas clinicas
(LUBLIN, REINGOLD, 1996). Os resultados definiram os seguintes cursos clinicos
(Figura 1):

o Forma remitente-recorrente (EMRR) - doenca claramente definida por
surtos com remissdao completa ou parcial dos sintomas e periodos entre 0s surtos

caracterizados pela auséncia de progressado da doenca. Esta é a forma clinica mais
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frequente (cerca de 85% dos casos de EM) que, em determinada fase da doenca,
pode evoluir para a forma progressiva secundaria (LUBLIN, 2007).

o Forma progressiva secundéria (EMPS) - doenga com a forma remitente
recorrente no inicio, seguida pela progressdo dos sinais e sintomas com ou sem
ocasionais surtos, remissées ou pequenos periodos de estabilidade (LUBLIN, 2007).

o Forma progressiva primaria (EMPP) - doenca com evolucdo
progressiva desde o inicio dos sintomas com ocasionais periodos permitidos de
estabilidade e melhora. O elemento essencial € a perda gradual das funcbes com
flutuacBes do quadro clinico, mas sem o aparecimento de surtos (LUBLIN, 2007).

. Forma progressiva com surtos (EMPR) - doenca com evolucéo
progressiva desde o inicio com claros periodos de exacerbacdo agudos, com ou
sem remissdo dos sintomas. Os periodos entre 0s surtos sdo caracterizados pelo
continuo declinio das fun¢cdes comprometidas (LUBLIN, 2007).

Os eventos agudos da doenca (surtos) e sua progressao insidiosa,
supracitados, podem gerar incapacidades funcionais significativas, tanto na esfera
sensitivo-motora, quanto na cognitiva. Aliado a sua ocorréncia, principalmente, em
jovens de 20 a 40 anos, a EM implica em um importante impacto econdémico
(TULLMAN, 2013).

Atualmente, estima-se que a EM afeta aproximadamente 2,5 milhdes de
pessoas no mundo e cerca de 400.000 nos Estados Unidos da América (DENIC et
al., 2011). No Brasil, ainda s&o escassos estudos de prevaléncia. Em 1990,
Callegaro e colaboradores (1992) identificaram na cidade de S&o Paulo (latitude sul
de 23-24°) uma taxa de prevaléncia 4,27/100.000 habitantes (homens: 2,89/100.000;
mulheres: 5,59/100.000) com predominio em adultos jovens. A prevaléncia
encontrada pelo mesmo grupo e na mesma cidade, em 1997, foi de 15/100.000
habitantes (CALLEGARO et al., 2001).

Embora a etiologia da EM nao esteja totalmente esclarecida, sabe-se que se
trata de uma doenca multifatorial de natureza autoimune, onde o fator ambiental,
provavelmente de origem infecciosa e a susceptibilidade genética parecem ter um
papel essencial na sua determinacdo (KAKALACHEVA, LUNEMANN, 2011;
OUADGHIRI et al., 2013).
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Figura 1. Cursos clinicos da EM
Disponivel em: http://wiki.eanswers.com/pt/Esclerose_m%C3%BAltipla?ext=t&cid=5083,
acesso em 04/05/15.

Com relagédo aos fatores ambientais, estes podem ser relacionados a
infecgdes virais ou bacterianas, fatores comportamentais e estilos de vida. Entre os
agentes infecciosos, 0s virus sao 0s mais pesquisados e relacionados com a
patogénese da EM, incluindo o virus do sarampo, rubéola, caxumba, EBV (Epstein

Barr virus), HSV (herpes simplex virus), VZV (varicella zoster) (PENDER, 2012).
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Outros fatores ambientais, de origem nao infecciosa, também tém sido
relacionados ao desenvolvimento da EM. Estudos epidemiol6gicos demonstraram
um aumento na frequéncia de casos de EM com o aumento da distancia da linha do
Equador, observando-se uma maior prevaléncia nos Estados Unidos e alguns
paises da Europa, que chegam a ter mais de 100 casos a cada 100.000 habitantes
(LONGHINI, 2012). No estudo conduzido por Ojeda e colaboradores (2013),
observou-se que a prevaléncia da doenca na América Latina também é latitude-
dependente, no qual paises como Brasil e Argentina (maiores latitudes) apresentam
maiores incidéncias quando comparados a Coldmbia e Equador (menores latitudes)
(Figura 2).

Alguns pesquisadores relacionam o maior nimero de casos em paises de
maiores latitudes com a menor duracéo e a intensidade da luz do sol, associada aos
niveis mais baixos de vitamina D sérica. Estudos tém demonstrado que altos niveis
séricos de vitamina D estdo associados com uma menor incidéncia de EM, pois a
vitamina D é um imunomodulador potente que afeta vias pro-inflamatorias, e ainda o
nimero e atividade de células T regulatérias (Treg) (KAKALACHEVA, LUNEMANN,
2011).
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Figura 2. Taxas de prevaléncia da EM na América Latina
Fonte: Ojeda et al., 2013.

Além dos fatores ambientais, ha evidéncias da contribuicdo genética para a
susceptibilidade de desenvolvimento da EM. Estudos familiares indicam que a taxa
de risco de recorréncia da doenca esta aumentada em parentes de primeiro grau,
diminuindo com a distancia genética (KENEALY et al., 2003). Pesquisas realizadas
com gémeos sao importantes ferramentas utilizadas para sugerir se uma doenca é
devido a fatores genéticos ou ambientais. Nesse sentido, estudo realizado por
Bogdanos e colaboradores (2012), com a participacdo de gémeos, foram
encontrados entre os individuos portadores de EM, 25,3% sendo gémeos
monozigoticos, 5,4% eram dizigoéticos e entre irmaos nao-gémeos de 2,9%.

Assim como em outras doengas autoimunes, a EM acomete mais mulheres
do que homens, com uma taxa de prevaléncia de 3:1 (HARBO et al., 2013). Diante

dessa expressiva diferenca, estudos tém sido realizados a fim de se investigar o



27

papel do sistema imune e sistema nervoso nos diferentes sexos. No estudo
realizado por Voskuhl e colaboradores (1996), utilizando o modelo experimental
EAE, observou-se que a transferéncia adotiva de células T isoladas dos linfonodos
de camundongos fémeas promoviam o desenvolvimento de mais casos de EAE e de
forma mais intensa do que quando essas células vinham de camundongos machos.
Por outro lado, Harbo e colaboradores (2013) relataram o papel neuroprotetor dos
horménios gonadais na EM, observando-se uma melhora na sintomatologia da
doenca com o aumento dos niveis de hormonios sexuais durante a gravidez,
principalmente progesterona, estradiol e estriol.

Estudos genéticos também tém sido realizados em alelos que apresentam
relevancia bioldgica para a doenca. Dentre eles, os genes do Antigeno Leucocitario
Humano (HLA) de classe Il sdo os mais estudados, visto que seus produtos estédo
envolvidos na apresentacao de antigenos aos linfocitos T. O alelo HLA-DRB1*1501
esta fortemente associado (20-50%) com a EM na populacdo caucasoide
(OUADGHIRI et al., 2013). Além dos genes do HLA, outros genes tém sido
associados tanto com a prevaléncia quanto com a evolucdo da EM, incluindo os que
codificam os membros da familia dos receptores do TGF-B, o antigeno de células T
citotéxicas 4 (CTLA-4), o fator de necrose tumoral (TNF-a), a IL1 e os receptores de
estrogénio (MIX et al., 2010).

Contudo, apesar da contribuicdo destes fatores, a hipétese atualmente mais
aceita considera a EM como uma doeng¢a autoimune, na qual ocorre um processo
inflamatdrio mediado por células TCD4" autorreativas que reconhecem como
antigenos os constituintes da bainha de mielina, levando a desmielinizagdo e a
posterior neurodegeneracao (SELMI et al., 2011). As células T autorreativas migram
através da BHE causando danos aos neurdnios centrais e suas bainhas de mielina,
processo de desmielinizacdo, o qual leva a um blogueio da conducdo do sinal
nervoso ou a torna mais lenta. Os sintomas neurologicos se desenvolvem quando o
blogueio da conducdo acomete uma propor¢cdo consideravel de fibras nervosas de
uma determinada via (FLETCHER et al., 2010).
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2.2. ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

Muito do conhecimento adquirido sobre a participagdo da resposta
imunologica na EM se deve ao estudo desenvolvido no modelo experimental, a
encefalomielite autoimune experimental (CORREA et al., 2010).

A EAE é uma doenca inflamatéria do SNC, induzida em animais
geneticamente susceptiveis através da imunizacéo ativa com peptideos da mielina,
dentre eles a proteina basica da mielina (MPB), proteolipidio da mielina (PLP),
glicoproteina de oligodendrécito associada a mielina (MOG) ou glicoproteina
associada a mielina (MAG), ou ainda através da transferéncia adotiva de células
TCD4" reativas a mielina. E amplamente utilizada como modelo animal de esclerose
multipla e como modelo de doenca autoimune O6rgdo especifica, a qual se
assemelha a EM nas suas caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e imunoldgicas
(PEZAVENTO et al., 2013).

Dependendo da linhagem animal e da estratégia de inducéo utilizada, existem
diversas variacdes do modelo de EAE (CROXFORD et al., 2010; MIX et al., 2010)
(Tabela 1).

Atualmente, o modelo mais utilizado e que servira de estudo neste trabalho, é
o de imunizacdo de camundongos geneticamente susceptiveis a doenca, da
linhagem C57BI/6 pelo peptideo MOG3s.s5. Esse modelo apresenta um padrao muito
semelhante ao encontrado na EM, caracterizado pelo rompimento da BHE, invasao
de células T autorreativas e macrofagos, e lesdes inflamatorias e desmielinizantes
no nervo oOptico, quiasmas e substancia branca do cérebro e medula espinhal
(CROXFORD et al., 2010; MIX et al., 2010; MURTA, FERRARI, 2013). Além disso,
esse modelo de EAE apresenta um padrao altamente reprodutivel e previsivel, no
qual os animais apresentam paralisia de carater ascendente e, quando expostos a
antigenos da mielina, expressam maior numero de receptores de células T para
MOG e um maior titulo de anticorpos anti-MOG, resultando em uma forma mais
grave da EAE (CROXFORD et al., 2010; MIX et al., 2010).
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Tabela 1. Modelos de EAE ativa comumente utilizadas e suas aplicagdes.

Estudos e aplicacdes

Espécie/ Peptideos  indutores

Linhagem da EAE

C57BL/6 MOG3s ss;

SJL/A MOGog;.106; PLP139.151;
PLP17g.101; PLP104-117;

MPB; MPBgg.101;

Ratos Lewis MPB; MPByggs; MPBgigy;
MPBgo.-105; MPB170.186

Ratos DA, BN MOG

Macaco Rhesus MPB; MOG3,.56

(Macaca mulatta)

Sagui comum MOG; MOG14.36
(Callit-hrix jacchus)

F

Patogénese mediada por células CD4
Th1/Thl7; validagdo pré-clinica de
compostos terapéuticos; sistema nervoso

periférico poupado.

Estudo dos mecanismos do surto;
controle genético de doenca autoimune;
desmielinizacdo mediada por anticorpo;
validagdo pré-clinica de compostos
terapéuticos.

Estudo de comportamento migratério de
células T autoimunes; validagdo preé-

clinica de compostos terapéuticos.

Desmielinizacdo mediada por anticorpos;
mimetismo molecular; controle genético

da autoimunidade.

Patologia axonal; infiltrados
perivasculares e desmielinizagdo no
cérebro e medula espinhal; validacéo

pré-clinica de compostos terapéuticos.

Similar ao macaco Rhesus.

Fonte: FONTES, 2013.
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2.3. IMUNOPATOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA E DA
ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

Os estudos conduzidos no modelo experimental da EM, a encefalomielite
autoimune experimental, foram fundamentais para o entendimento dos mecanismos
imunoldgicos envolvidos no processo de desmielinizacdo da doenca (FLETCHER et
al., 2010).

A EAE é mediada por linfécitos TCD4" e manifesta-se clinicamente por
deficiéncia neuroldgica, histologicamente por infiltrado perivascular de células
mononucleares no encéfalo, e imunologicamente pela presenca de resposta celular
e humoral aos componentes da mielina (HALLAL et al., 2003).

O SNC de individuos normais € considerado imunologicamente privilegiado
pela existéncia da BHE, que restringe a entrada de células e moléculas complexas
para o tecido cerebral. Ap6s amadurecimento no timo, o linfécito T naive, se lanca
na corrente sanguinea e circula por todo o corpo. O processo de entrada e
transmigracdo para o SNC de linfécitos T se da pela ativacdo de moléculas de
adeséao intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) (HARTUNG et al., 1995).

A expressdo dessas moléculas aumenta sob a acdo de citocinas geradas
durante o curso da resposta inflamatéria, podendo ser medida nos fluidos corpéreos
(SPRINGER, 1994; GEARING, NEWMAN, 1993). O aumento dos niveis das
moléculas de adesdo no liquido cefalorraquidiano, dos pacientes com EM, esta
correlacionado ao dano da BHE e lesGes desmielinizantes, evidenciando o processo
inflamatorio e os mecanismos de desmielinizacdo autoimune (HARTUNG et al.,
1995).

Com a passagem das células T pela BHE, o microambiente do SNC torna-se
um fator importante na interagdo das células infiltradas com as células residentes.
As células T encefalitogénicas iniciam o processo inflamatorio, e produzem citocinas
gue atraem e ativam macrofagos, considerados necessarios a patogénese da
doenca. A ativacdo dos macrofagos e células T leva a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-17, IL-23, IL-12, TNF-a, IL-18 e fator estimulante de colbnias
de macréfagos e granulécitos (GM-CSF) (BHOPALE et al., 2014).

As células TCD4" podem ser divididas classicamente em 4 subpopulagdes
gue desencadeiam diferentes tipos de respostas imunes adaptativas: Thl, Th2,

Th1l7 e Treg. As células Thl secretam especificamente a IL-2, IFN-y e TNF-a e as
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Th2 sdo responsaveis pela liberacdo de citocinas como IL-4, IL-5 e a IL-10. A
diferenciacdo das células TCD4" no subtipo Thl acontece por acédo da IL-12 que
ativa os fatores de transcricdo T-bet e STAT4. Ja o processo de diferenciagdo em
Th2 é induzido pelos fatores de transcricdo GATA3 e STATS5. As células Thl7
secretam principalmente a IL-17, além da IL-21 e IL-22. Para a diferenciacdo em
Th17, o linfcito naive (virgem) deve ser estimulado pela IL-6 e TGF-3, sendo que a
IL-1 também é capaz de estimular essa diferenciacdo. Essas citocinas ativam 0s
fatores de transcricdo RORyt e STATS3. E por fim, a diferenciagdo em Treg ocorre
pelo estimulo de citocinas TGF-(, IL-1 e IL-10 em presenca de acido retinoico, esses
ativam os fatores de transcricdo FoxP3 e STATS5 e secretam TGF-B (Figura 3)
(FLETCHER et al., 2010; MURTA, FERRARI, 2013).

Inicialmente, acreditava-se que a EAE era conduzida classicamente por
citocinas de células Thl, como IL-12 e IFN-y. O efeito danoso do IFN-y, produzido
por células Thl, no processo de desmielinizagéo foi confirmado com descri¢do da IL-
12, uma interleucina indutora de IFN-y que também esta aumentada na EM
(BETTELLI et al., 2006; VELDHOEN et al., 2006; FLETCHER et al., 2010; MURTA,
FERRARI, 2013). Entretanto, diversos achados ndo podiam ser explicados somente
por respostas imunes Thl-mediadas, assim como na EM. Alguns estudos mostraram
que animais geneticamente deficientes para o IFN-y desenvolviam EAE
normalmente (FERBER et al., 1996). J4 outros estudos demonstraram que
camundongos sem IL-17, ou que sofreram neutralizacdo por anticorpos anti-I1L17,
sofreram reducgdo na severidade e retardo no inicio da EAE, indicando a importancia
das células Th1l7 na patogénese da doenca, assim como na EM (WANG et al.,
2013).

A importancia da Th1l7 na EAE foi demonstrada em animais knockout (KO)
para IL-17, os quais apresentaram resisténcia parcial & doenca. Assim, a protecédo
apresentada em animais KO para a IL-17 mostra que a EAE nao é resultado de uma
resposta Th17 isolada, mas sim de uma resposta Thl e Th1l7 associadas. Na EM, o
papel da Th1l7 também tem sido relatado, através de analise de microarranjos onde
foi encontrado um aumento da transcricdo da IL-17 em lesdes de EM. Amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com EM possuem niveis aumentados
de IL-17 quando comparados com amostras de pacientes sadios (ZHOU et al., 2007,
WEI et al., 2007; WANG et al., 2011).
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A diferenciacdo dos linfécitos Th1l7 é regulada por uma complexa rede de
citocinas. Enquanto o TGF-B promove a diferenciacdo de linfécitos T reguladores
gue apresentam a capacidade de inibir a resposta inflamatoria, a presenca de IL-6
produzida pela resposta imune inata no microambiente onde a resposta imune
acontece somada ao efeito de TGF-3, promove a diferenciagdo das células Th17
(BETTELLI et al., 2008). As citocinas IL-6 e TGF-B induzem as células T naive a
secretarem IL-21 que por sua vez, funciona de forma autécrina e aumenta o fator de
transcricdo da linhagem Th17 o RORyt aumentando a expressao de IL-17 (YANG et
al., 2008). A IL-23 atua na expansao e manutencao da populacéo dos linfécitos Th17
contribuindo para o aumento da gravidade da EAE (OUYANG et al., 2008). Além da
IL-6 e TGF-B, outras citocinas incluindo a IL-1, IL-13, IL-18, IL-22, IL-23 e TNF-a
participam da diferenciagao e expanséo da Th17 (Figura 3) (BETTELLI et al., 2008).

Na fase de recuperacdo da EAE, citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e
TGF-B foram identificadas, tanto no SNC como na periferia. Varios trabalhos tém
demostrado a importante acéo da IL-10 no controle da EAE, através do seu efeito
imunorregulador (MOORE et al., 2001). No trabalho de Jander e colaboradores
(1998) observou-se que a expressao de IL-10 esta aumentada no SNC de animais
na fase de recuperacdo da EAE. Complementando esse estudo, Cua e
colaboradores (2001) demonstraram que a administracdo exégena de IL-10 induz,
significativamente, a reducdo da gravidade da doenca. Estudos recentes ainda
mostram que a IL-10 inibe a producdo de uma grande variedade de citocinas
produzidas pelas células T, afetando a apresentacdo de antigeno e coestimulagéo
mediada por células apresentadoras de antigenos, que sdo fundamentais para o
desencadeamento da resposta imune (MOORE et al., 2001; DAI et al., 2012).

Diante desses dados, pode-se afirmar que o TGF- desempenha uma fungao
ambigua durante a inflamacédo, podendo tanto promover a inducdo células-T, com
funcdo reguladora e imunossupressora (Treg), como o desenvolvimento de células
pré-inflamatdrias Th17 (THONE et al., 2012). Como descrito anteriormente, o TGF-
B, sob condi¢des inflamatdrias, induz juntamente com a IL-6 uma diferenciacdo em
células Thl7. J& sua acdo imunossupressora ocorre através da inducdo da
expressdo Foxp3, levando a diferenciacdo de Treg (THONE et al., 2012).
Pesquisadores tém demonstrado o aumento da producéo de TGF-B no SNC na fase
de recuperacdo da EAE (KHOURY et al., 1992). Além disso, no estudo conduzido
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por Bettelli e colaboradores (2008) foi descrito a atuacdo do TGF- na ativagao de
células T reguladoras com consequente reducéo da gravidade da EAE.

Resumidamente, a imunopatologia da EM e EAE ocorre pela ativacdo na
periferia das células T que podem migrar através da BHE e liberar citocinas dentro
do SNC. O mecanismo de migracdo das células para o SNC €& complexo e
dependente do contato intimo das células autoreativas e moléculas expressas no
endotélio vascular, ICAM-1 e VCAM-1. Os linfocitos T ativados, ap0s atravessarem o
endotélio vascular, precisam vencer uma barreira de matriz extracelular composta
por colageno tipo IV. As metaloproteinases, gelatinases A e B, sdo fundamentais
para facilitar a chegada dos linfocitos na substéncia branca do SNC e séo
detectaveis no LCR de pacientes com EM. A manutencdo do processo € garantida
pela acdo de quimiotaticos como Cba (fragmento de proteina liberada a partir de
componente do complemento) e fator ativador de plaqueta (OSBORN et al., 1989;
WEINER, 2009).

ApoOs atravessarem a BHE, as células T autorreativas sdo reativadas por
fragmentos dos antigenos da mielina. Esta reativacdo promove liberacdo adicional
de citocinas pro-inflamatorias, as quais promovem o recrutamento de células
fagocitarias (macrofagos da periferia e microglia do SNC) que vao desencadear o
ataque da mielina (ocorrendo a amplificacdo local da inflamacéo). Nesse ambiente
ocorre a inducdo de diferentes mecanismos efetores. Tais mecanismos incluem:
citotoxicidade mediada por anticorpos; radicais de nitrogénio (NO) e oxigénio (H20,);
citocinas toxicas como o TNF-a e moléculas mediadoras de apoptose. O resultado é
a agressdo ao oligodendrocito, a bainha de mielina e ao axbnio (Figura 4)
(STEINMAN, 1996; STEINMAN et al., 2005).

As enzimas proteoliticas, radicais de oxigénio e Oxido nitrico, liberados
principalmente por macrofagos e microglia ativados, atuam na inducao das reacdes
inflamatorias da EM, sendo os principais responsaveis pelo dano tecidual do SNC
(FARIAS et al., 2007). Estudos mostram que o aumento dos niveis de radicais livres
como NO e H,0O, foram associados aos sintomas neurolégicos como resultado da
lesé@o direta dos oligodendrécitos e axénios (FIGUEROA-VEJA et al., 2008; LINKER
et al., 2011).

As enzimas NO sintetases (NOS) sao fundamentais para o controle da
biossintese do NO, enzima presente em trés isoformas, sendo a forma indutivel

(INOS) a envolvida nas reacgfes inflamatorias. Tal enzima estd induzida em



34

macréfagos e outras células (LEE et al., 2012; MARTINEZ et al., 1999). Farias e
colaboradores (2007) mostraram a participacdo ativa do NO, através das iNOS, no
modelo de EAE induzida em camundongos. Neste modelo, o0s animais
geneticamente deficientes para a enzima NO sintetase induzida apresentaram uma
doenca menos grave, quando comparados aos animais nao modificados
geneticamente (FARIAS et al., 2007).

A partir do conhecimento da imunopatologia da EM, os tratamentos objetivam
diminuir a atividade do sistema imunoldgico, retomando as funcées normais do
individuo apds um ataque, impedindo novos surtos, prevenindo assim, a ocorréncia

de deficiéncia, ja que a cura ndo existe (FLETCHER et al., 2010).
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Figura 3. Diferenciac&o das células TCD4" nos subtipos Thi1, Th2, Th17 e Treg.
Fonte: WANG et al., 2013.
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2.4. TRATAMENTO DA ESCLEROSE MULTIPLA

As terapias disponiveis atualmente para o tratamento da EM sao voltadas
para a diminuicdo do risco de ocorréncia de novos surtos e da progressdo da
incapacidade neurologica (FLETCHER et al.,, 2010). Os primeiros tratamentos
tinham como base o uso de corticosteroides, principalmente durante os surtos, 0s
quais diminuiam o infiltrado celular inflamatério no SNC. No entanto, estes
medicamentos apresentam uma série de efeitos secundarios indesejaveis como,
osteoporose, Sindrome de Cushing, erupcdo cutadnea pustula, aumento da pressao
arterial, e em casos raros, risco de sangramento gastrico (CORREA et al., 2010; MIX
et al., 2010; BISAGA et al., 2012).

Dessa forma, nos ultimos anos, varias medicacdes foram lancadas com
sucesso no mercado, chamadas de terapias modificadoras da doenca, mas com um
controle parcial da EM (SILVA, 2010). Até o momento existem as terapias de
primeira e de segunda linha, e os medicamentos utilizados tém mostrado eficacia
significante, porém, além do alto custo, estes produzem diversos efeitos adversos, e
ainda requerem administragdo parenteral frequente, limitando a adesdo dos
pacientes ao tratamento (GASPERINI et al., 2013).

Os agentes imunomodulatérios que constituem a terapia de primeira linha sédo
Interferon-B e Acetato de glatiramer. Em relagdo ao primeiro, sabe-se que além de
possuir propriedades antivirais, este farmaco apresenta uma complexa atividade
imunomoduladora, atuando diminuindo as citocinas inflamatorias como IL-12 e
aumentando as citocinas anti-inflamatorias como a IL-10. Ja o Acetato de glatirimer
€ estruturalmente semelhante a Proteina Bésica da Mielina, porém ndo causa
encefalite. Os mecanismos propostos para a atividade biolégica deste medicamento
sao a inducao de células T supressoras antigeno-especifico e a inibicdo competitiva
com os antigenos da Proteina Basica da Mielina (MOREIRA et al., 2002; FLETCHER
et al., 2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al., 2012).

Estes medicamentos possuem efeitos adversos mais suaves, porém podem
ser apenas parcialmente efetivos. Cerca de um ter¢co dos pacientes com EMRR em
tratamento com estes medicamentos podem desenvolver reincidéncias e produzirem
anticorpos neutralizantes ao IFN-B (FLETCHER et al., 2010).

Dessa forma, aqueles pacientes, em terapia com esses farmacos, que

apresentarem resultados abaixo do esperado e pacientes portadores da forma
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secundéria progressiva, que geralmente ndo respondem a essa terapia, terdo um
novo esquema terapéutico. Essa terapia é baseada em farmacos de segunda linha,
0s quais incluem o Natalizumab, Mitoxantrona e Fingolimod (FLETCHER et al.,
2010).

Em relagdo ao Natalizumab, um anticorpo monoclonal contra a-4 integrina,
sabe-se que é um antagonista monoclonal de uma glicoproteina expressa em
linfécitos e mondcitos, essenciais para 0 processo de migracdo através da BHE.
Desta maneira, o principal mecanismo de acdo do natalizumab é o bloqueio da
migracdo de células inflamatérias, principalmente linfécitos, para dentro do SNC
(MOREIRA et al., 2002; FLETCHER et al., 2010; MIX et al., 2010; BISAGA et al.,
2012).

A Mitoxantrona (Figura 5a), derivado antraquinona, é um imunossupressor
também utilizado em quimioterapia de cancer. Embora seu mecanismo de acao ndo
tenha sido determinado, mitoxantrona € um agente DNA reativo, ligando-se ao DNA
e produzindo quebra das fitas, inibindo a sintese tanto do DNA quanto do RNA
(MORRIS, YIANNIKAS, 2012).

Ja o Fingolimod (Figura 5b), obtido através da modificacdo molecular de um
composto isolado a partir de cultura caldos de Isaria sinclairii, um fungo que ataca os
insetos, atua bloqueando a acdo do receptor em células T denominado receptor
esfingosina-1-fosfato. Tal receptor esta envolvido na regulacdo do movimento destas

células no organismo, impedindo a migracdo para o SNC (CHIBA, ADACHI, 2012).
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Figura 5. Estruturas quimicas da mitoxantrona (a) e fingolimod (b).
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Apesar de todos os tratamentos descritos serem considerados promissores
na eficacia, estes farmacos estdo relacionados com um numero elevado de efeitos
adversos, que vao desde cefaleia, tontura, vomitos, até os mais graves como
cardiotoxicidade e infec¢bes respiratorias e das vias urinérias (WEBER et al., 2012).

Neste contexto, muitas pesquisas vém sendo realizadas ao longo dos anos
buscando novas alternativas terapéuticas para o tratamento da EM. Enquanto
conceitos anteriores focavam sobre os linfécitos T como a chave para mediar 0s
danos inflamatérios das lesdes do SNC, atualmente sugere-se que os linfocitos B
podem desempenhar um papel importante na patogénese desta doenca. Assim,
terapias com anticorpos anti-CD20, um marcador de células B presente durante toda
a maturacao destas células, como o Rituximab e o seu sucessor Ocrelizumab, tem
sido testadas em ensaios clinicos. Estes foram capazes de promover um declinio no
desenvolvimento de lesfes inflamatérias no SNC de pacientes com EMRR, porém
essa deplecdo de células B pode levar a diversos efeitos adversos, pois além da
imunossupressao, essa deplecdo ndo é seletiva, atuando também, portanto, em
subtipos de células B com efeito protetor e regulatério (LEHMANN-HORN et al.,
2013).

Recentemente, dois novos medicamentos foram aprovados pelo FDA (Food
and Drug Administration) para a EM, principalmente para pacientes com a forma
remitente-recorrente da doenca, sédo eles, a teriflunomida (Figura 6a), aprovada em
setembro de 2012, e o dimetilfumarato (Figura 6b), aprovado em marco de 2013

(FDA, 2012, 2013).
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Figura 6. Estruturas quimicas da teriflunomida (a) e dimetilfumarato (b).

A Teriflunomida é um imunomodulador que reduz a ativagéo, proliferacdo e
funcao dos linfocitos T e B, porém, possui como efeitos adversos hepatotoxicidade e

riscos de malformacéo congénita (FDA, 2012). Ja o dimetilfumarato age conferindo
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protecdo ao SNC devido as propriedades antioxidantes via Nrf2, um fator de
transcrigcdo importante na protecao contra o estresse oxidativo (LINKER et al., 2011).

Embora ainda distantes de uma abordagem curativa, 0s avangcos recentes
permitem oferecer tratamento relativamente efetivo para os portadores da EM, tendo
em vista o grande namero e gravidade de efeitos adversos. Dessa forma, torna-se
importante pesquisas que busquem alternativas terapéuticas eficazes, tanto
clinicamente como economicamente e que fornecam além da eficacia farmacologica

menores efeitos adversos.

2.5. PRODUTOS NATURAIS COMO PROTOTIPOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS E
IMUNOMODULADORES

As plantas séo utilizadas desde os primordios da civilizacdo humana para
tratamento de diversas doencas (NEWMAN, CRAGG, 2012). A convivéncia e o
aprendizado com os diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribui¢cdes para
o desenvolvimento de pesquisas em produtos naturais e de novos farmacos
(TIRAPELLI et al., 2008). Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica moderna foram desenvolvidos a partir de fontes naturais,
sendo 25% de plantas, 13% de microorganismos e 3% de animais (BOECK, 2005).

Diante desse cenéario, destaca-se o reino vegetal, que tem sido empregado a
milhares de anos pela medicina popular de varios paises (FABRICANT,
FARNSWORTH, 2001). De um modo geral, as plantas produzem grande variedade
de metabdlitos secundarios que sdo fundamentais para a sobrevivéncia, auxiliando-a
durante seu desenvolvimento (MISHRA, TIWARI, 2011).

A bioprospeccdo do reino vegetal tem fornecido inUmeros exemplos de
substancias quimicas bioativas que, direta ou indiretamente, se tornaram
medicamentos. Como exemplo, pode-se citar o taxol, diterpeno isolado da casca de
Taxus brevifolia (Taxaceae), prototipo mais promissor que surgiu da pesquisa de
agentes antitumorais a partir de produtos naturais. Além do taxol, tém-se outros
antitumorais oriundos de produtos naturais como o0s alcaloides isolados da
Catharanthus roseus (Apocynaceae), vincristina e vimblastina. Cabe mencionar

ainda o composto antimalaria mais promissor descoberto até hoje, a artemisinina,
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lactona sesquiterpénica isolada da Artemisia annua (Asteraceae) (ARNOLD et al.,
1990).

Como exemplos de farmacos analgésicos e anti-inflamatorios obtidos de
produtos naturais tém-se a morfina (analgésico), alcaloide extraido da planta
Papaver somniferum (Papaveraceae) e o acido acetilsalicilico, o qual foi produzido
sinteticamente a partir da salicina, isolada das cascas do salgueiro (Salix sp)
(BARREIRO, BOLZANO, 2009; COSTA, 2009).

Com relacdo a atividade imunomodulatéria de produtos naturais, grande
namero de extratos vegetais e metabdlitos isolados tém sido investigados,
apresentado resultados promissores, 0s quais tém despertado interesse em todo o
mundo como alternativa aos métodos terapéuticos tradicionais (FONTES et al.,
2014; LIU ET al., 2014; CASTRO et al.,, 2012, DUTRA et al., 2012; CHEN et al.,
2010).

Exemplo disso é o trabalho realizado por Chen e colaboradores (2010), no
qual foi avaliada a acdo imunomodulatéria do ostol sobre o curso da EAE. O ostol
(Figura 7a) € uma cumarina de reconhecida atividade anti-inflamatoéria e principal
constituinte de Cnidium monnier (Umbelliferae). Pode-se mencionar ainda o trabalho
realizado por Dutra e colaboradores (2012), que avaliou o potencial imunomodulador
do eufol (Figura 7b), um triterpeno tetraciclico encontrado na planta brasileira
conhecida como aveloz (Euphorbia tirucalli) e popularmente utilizada como anti-
inflamatoria. Nestes trabalhos, os autores evidenciaram que tais substancias sao
protétipos naturais promissores para o desenvolvimento de novos medicamentos
para EM, tendo em vista que estes compostos foram capazes de limitar o
desenvolvimento das caracteristicas da EAE.

Outras classes de metabdlitos secundarios, além de cumarinas e terpenos,
também tém sido estudados em modelos de EAE, como alcaloides e flavonoides.

No trabalho de Qin et al. (2010) e Liu e colaboradores (2014) investigou-se a
atividade imunomodulatéria de alguns alcaloides. Foi relatado que a berberina
(Figura 7c), alcaloide isoquinolinico encontrado em espécies de Berberis e
amplamente usada como anti-inflamatorio na Medicina Tradicional Chinesa,
mostrou-se ativa no experimento in vivo de EAE, atuando sobre mecanismos
reguladores das células Thl e Th17 (QIN et al., 2010). Outro alcaloide avaliado foi a
matrina (Figura 7d), alcaloide quinolizidinico presente nas raizes de Sophora

flavescens, o qual mostrou-se eficaz na melhora dos sinais clinicos da EAE,
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reduzindo a producéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IFN-y e IL-17 (LIU
et al., 2014).

Semelhante aos alcaloides, alguns flavonoides obtidos de espécies vegetais
mostraram atividade imunomodulatdria em modelos in vitro e in vivo de EAE.
Genisteina (Figura 7e), isoflavonoide encontrado na soja, foi capaz de modular a
resposta inflamatoria in vivo, diminuindo a producdo de IFN-y,IL-17 e IL-6 e
aumentar a producao de IL-10, melhorando, consequentemente, 0s sinais clinicos
da EAE (CASTRO et al., 2012).

Outro flavonoide que tem despertado interesse da comunidade cientifica é a
licochalcona A (Figura 7f), chalcona encontrada nas raizes de Glycyrrhiza sp,
principalmente G. inflata. Muitos trabalhos demonstram seu potencial anti-
inflamatorio, atuando sobre diversas citocinas, principalmente naquelas envolvidas
na imunopatogénese da EM e EAE (FUNAKOSHI-TAGO et al., 2008; FONTES et al.,
2014).

Nos trabalhos de Chu e colaboradores (2012) e Furusawa e colaboradores
(2009), avaliou-se o efeito anti-inflamatorio da licochalcona A em modelos in vitro e
in vivo induzidos por lipopolissacarideo (LPS). Nestes estudos, verificou-se que esta
chalcona pode regular significativamente a producdo de NO, TNF-a e IL-1, nos dois
modelos utilizados, através da inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB.
Além disso, outros estudos relatam a atividade anti-inflamatoéria da licochalcona A
sobre a resposta Thl7, inibindo a ativagdo do fator de transcricdo STATS3,
responsavel pela producéo de IL-17 (FUNAKOSHI-TAGO et al., 2008).

Tendo em vista a reconhecida atividade anti-inflamatoria da licochalcona A,
recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou seu efeito sobre o curso da EAE.
Nossos resultados mostram que esta chalcona inibiu a producdo de NO, H,0O,, IFN-
v, TNF-a e IL-17 em camundongos C57BI/6 com inducdo de EAE. Observou-se
ainda a reducédo da severidade de EAE e melhora clinica nos animais tratados com
licochalcona A. Diante dos resultados obtidos juntamente com os dados ja
publicados, sugerimos que esta substancia pode desempenhar a modulacdo da
resposta imune, através da acdo em células Thl e Thl7, demonstrando assim seu
potencial na terapéutica da EM (FONTES et al., 2014).
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Figura 7. Exemplos de substancias naturais com atividade imunomodulatéria.

Diante do exposto, pode-se afirmar que as plantas sdo uma fonte potencial de

substancias quimicas com varias atividades, dentre elas a atividade anti-inflamatoria.



43

Essa afirmacgéao aliada ao conhecimento de que produtos naturais com atividade anti-
inflamatéria e imunomoduladora, podem ser ferramentas Uteis para o0
desenvolvimento de protétipos para o tratamento de doencas autoimunes e
neurodegenerativas (NABAS et al., 2009), ressalta-se a importancia da avaliacdo da
atividade imunomodulatéria de extratos vegetais e metabdlitos secundarios isolados.

Desse modo, dentre 0os compostos naturais ativos com grande potencial
farmacoldgico, principalmente sobre o sistema imune, destacam-se o &cido
caurenoico e o partenolido, os quais apresentam atividades biolégicas de grande

importancia, especialmente a anti-inflamatoria.

2.6. ACIDO CAURENOICO

O &cido ent(-)-caur-16-en-19-oico (acido caurenoico, Figura 8) é um diterpeno
tetraciclico pertencente a classe dos cauranos.

Os terpenos séo derivados de unidades isoprénicas e classificados de acordo
com o numero de unidades de isopreno presentes em sua estrutura. Desta forma,
tém-se 0os monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades) e triterpenos (3
unidades). E os diterpenos, os quais sdo constituidos por quatro unidades de
isopreno, apresentando 20 carbonos (SILVA, 2014).

Os diterpenos podem apresentar diversos esqueletos estruturais, dentre eles,
o do tipo caurano. Na estrutura do acido caurenoico pode-se observar o esqueleto
caurano, o qual apresenta uma unidade peridrofenatreno (anéis A, B e C) ligada, por
uma ponte entre C8 e C13, a uma unidade ciclopentano (anel D) (DEWICK, 1997).

-lllll”” 8
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Figura 8. Estrutura quimica do acido caurenoico.
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O &cido caurenoico € encontrado em varias espécies de plantas medicinais,
dentre elas Mikania glomerata Sprengel e M. laevigata Schultz Bip (Asteraceae),
popularmente conhecidas como guaco (RUFATTO et al.,, 2013). Outros trabalhos
também descrevem seu isolamento dos frutos verdes de Xylopia frutescens Aubl.
(Annonaceae), X. brasiliensis, X. aromatica e das folhas e cascas de Annona glabra
(Annonaceae), além das partes aéreas de Wedelia paludosa DC. (Asteraceae)
(MELO et al., 2001; BATISTA et al.,, 2010; MATSUMOTO et al., 2014). O &cido
caurenoico também foi isolado dos Oleos de copaibas (Copaifera sp., familia
Fabaceae) (GELMINI et al., 2013). E ainda, ha relatos do isolamento desta
substancia de 4 espécies de Smallanthus (ARAOZ et al., 2010). A tabela 2 sumariza
a ocorréncia do acido caurenoico em diferentes espécies e a sua concentracao em

cada parte da planta.

Tabela 2. Teores de acido caurenoico em diferentes espécies de plantas

Espécie vegetal Parte da planta Teor Referéncias
(%)
Mikania glomerata Partes aéreas 0,20 VILEGAS et al., 1997
Flores 0,10
Folhas 0,11
Wedelia paludosa Caule 0,50 BRESCIANI et al., 2000
Partes aéreas 0,85 BATISTA et al., 2005
Annona glabra Cascas 0,53 OLIVEIRA et al., 2002
Folhas 0,27
Xylopia brasiliensis Folhas 0,01 MELO et al., 2001
Xylopia aromatica Folhas 0,02
Xylopia frutescens Folhas 0,01
Smallanthus sonchifolius Raizes tuberosas 0,74 ARAOZ et al., 2010

Smallanthus siegesbeckius Raizes tuberosas 0,51
Smallanthus connatus Raizes tuberosas 0,71

Smallanthus macroscyphus Raizes tuberosas 0,73

S. sonchifolius (Poepp & Endl.), conhecida como yacon, foi originalmente
classificada como Polymnia por Linnaeus em 1751. Na primeira revisdo moderna do
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género realizada por Wells (1965), a planta foi mantida neste género, porém mais
tarde Robinson (ROBINSON, 1978) dividiu o género em dois: Polymnia e
Smallanthus, a partir de entdo, yacon passou a pertencer ao género Smallanthus.
Apesar de muitos autores referirem-se ao yacon como parte do género Polymnia a
nova classificacdo, Smallanthus sonchifolius (Poepp & Endl.) é preferencialmente
aceita, enquanto o nome antigo Polymnia sonchifolia Poepp & Endl é considerado
como sinénimo (VALENTOVA, ULRICHOVA, 2003).

E uma espécie nativa da regido dos Andes, mas ha relatos do seu cultivo em
outras regides, incluindo Estados Unidos, Europa e Nova Zelandia (OJANSIVU et
al., 2011). No Brasil, o yacon comecou a ser cultivado em 1991 (MOURA et al.,
2012), sendo produzido e comercializado no estado de Sao Paulo e agora também
na regido do Itajai, no estado do Rio Grande do Sul e em outros estados como
Minas Gerais (MARANGONI, 2007).

As raizes tuberosas sdo utilizadas como alimento e na medicina popular,
principalmente, no tratamento do diabetes. Essas raizes sdo ricas em fruto-
oligossacarideos - FOS do tipo inulina que conferem a planta propriedades dietéticas
e prébidticas (MOURA et al., 2012). Além da atividade hipoglicemiante e prebidtica,
muitos estudos tém demonstrado que as raizes de yacon também possuem
propriedade antioxidante, relacionada, além dos FOS, ao contetdo fendlico
(SIMONOVSKA et al., 2003; LACHMAN et al., 2007), e antimicrobiana, relacionada
aos derivados terpenoides, como o acido caurenoico (PADLA et al., 2012).

Estudos anteriores realizados demonstraram varias atividades bioldgicas
relacionadas ao acido caurenoico, como antimicrobiano e antifungico (COTORAS et
al.,, 2004; PADLA et al., 2012), antiespasmédico (AMBROSIO et al.,, 2004) e
tripanocida (1IZUMI et al., 2012). H& ainda evidéncias cientificas que relatam o efeito
vasorelaxante do &cido caurenoico via 6xido nitrico/monofosfato de guanosina
ciclico (cGMP)/proteina quinase G (PKG)/canais de calcio e potassio sensiveis a
ATP, dependendo do modelo experimental (TIRAPELLI et al., 2004).

Em relacdo ao &cido caurenoico, numerosos pesquisadores tém reportado
também atividades antinociceptivas e anti-inflamatorias a esse diterpeno, sugerindo
que tais atividades ocorrem pela modulacdo da expressdo dos niveis de varias
citocinas, incluindo IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, NO e iINOS (MIZOKAMI et al., 2012,
DIAZ-VICIEDO et al., 2008; TIRAPELLI et al., 2004).
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No trabalho de Diaz-Viciedo e colaboradores (2008) o acido caurenoico inibiu
in vitro a producédo de NO, PGE, e TNF-a em linhagens de macrofagos RAW 264,7
além de diminuir o edema de orelha e o infiltrado inflamatério em camundongos.

Semelhantemente, no trabalho de Choi e colaboradores (2011), o &acido
caurenoico inibiu a producdo de mediadores quimicos, tais como PGE,, NO, assim
como a expressdao de COX-2 e iINOS de linhagens de macrofagos RAW 264,7
ativados por LPS. Neste mesmo estudo, verificou-se que a inibicdo da expressao de
COX-2 e iINOS esta provavelmente relacionada a inibicdo da ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB.

O NF- kB é parte importante de uma via de sinalizagao, com um papel crucial
na regulacdo de grande numero de genes envolvidos na resposta inflamatoria e
sobrevivéncia celular, incluindo a elaboracdo de citocinas pro-inflamatorias, morte
celular, proteinas de sobrevivéncia e moléculas de adeséo intercelular (MALEK et
al., 2007). Zhang e colaboradores (2009) relataram que a ativacdo de NF-kB
desempenha papel central na regulacdo do gene transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias, tais como IL-1B, IL-6, TNF-a, COX-2, iNOS durante o0 processo
inflamatorio. Estudos realizados recentemente, verificaram que inibidores de NF-kB
diminuem a inflamagcdo no modelo animal de encefalomielite autoimune
experimental, confirmando assim seu papel fundamental na inflamac¢do (LUNIN et
al., 2013; FENG et al., 2014).

Corroborando com o exposto acima, Hueso-Falcon e colaboradores (2011)
demonstraram que diversos derivados do acido caurenoico inibiram a producéo das
citocinas IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y por esplendcitos de camundongos BALBI/c,
sugerindo que tal inibicdo ocorreria pelo mecanismo de inibicdo do fator de
transcricdo NF-kB.

Adicionalmente aos experimentos in vitro, o acido caurenoico também tem
sido utilizado em vérios estudos in vivo, em um destes, o acido caurenoico foi
administrado intraperitonealmente e por via oral, promovendo a inibicdo da
nocicepcao inflamatéria induzida por acido acético. O mesmo grupo de pesquisa
avaliou seu efeito em modelos de inflama¢des aguda por carragenina e crbnica por
CFA, nos quais o acido caurenoico foi capaz de diminuir a producdo de TNF-q, IL-1
(MIZOKAMI et al., 2012).

No trabalho de Sosa-sequera e colaboradores (2010), utilizou-se o modelo de
edema de pata induzido por CFA e por ovalbumina em ratos Lewis, e estes edemas
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se mostraram reduzidos nos animais tratados com &cido caurenoico. J& no estudo
de Boller e colaboradores (2010), utilizou-se o edema de orelha induzido por
capsaicina, no qual o &cido caurenoico diminuiu a migracdo de células
porlimorfonucleares. Na colite induzida em ratos Lewis a substancia em questéo foi
administrada por via oral nas doses de 50 e 100 mg/Kg/dia e além da melhora
clinica os animais apresentaram marcada diminui¢cdo de infiltrado inflamatério, bem
como diminuicdo de edemas na submucosa no segmento do colon dos animais com
a colite (PAIVA et al., 2002).

Dessa forma, considerando que o acido caurenoico foi capaz de modular a
resposta inflamatéria em diversos modelos experimentais, in vitro e in vivo, inibindo
principalmente a producdo de NO, COX-2, PGE,, iINOS, IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-,
além da inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, torna-se relevante
estudar seus possiveis efeitos imunomodulatorios sobre a resposta inflamatoria em
camundongos C57BI/6 EAE-induzidos.

2.7. PARTENOLIDO

O partenolido (Figura 9) € uma lactona sesquiterpénica da classe dos
germacrolidos.

As lactonas sesquiterpénicas sdo sesquiterpenos, oriundas de trés unidades
de isopreno, que apresentam um grupo lactona em seu esqueleto carbdnico. A uniédo
dessas 3 unidades de isopreno formam o germacreno, precursor de todas as
lactonas sesquiterpénicas. No partenolido a formagdo do anel lactbnico se da
através da oxidacao regioespecifica no C12 e a incorporacdo de um grupo hidroxila
no C6, direcionando a lactoniza¢ao nesses carbonos (DEWICK, 1997).

Assim, forma-se o partenolido, com anel a-metileno y-lactona e grupamento
epoxido, os quais interagem com os diferentes alvos biolégicos (LIU et al., 2014). O
partenolido foi isolado pela primeira vez de Tanacetum parthenium em 1961 por
Soucek e colaboradores (1961). O seu teor na planta varia com 0 crescimento e
desenvolvimento desta, sendo superior nas folhas em crescimento vegetativo e
inicio do florescimento (HENDRIKS et al., 1997). No estudo conduzido por
Heptinstall e colaboradores (1992) o maior teor de partenolido foi encontrado nas

flores (1,38%), seguido das folhas (0,95%) e apenas 0,08% em caules e raizes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heptinstall%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1359053
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Figura 9. Estrutura quimica do partenolido.

A espécie Tanacetum parthenium L. Bernh., sinonimia Chrysantemum
parthenium (L.) Schultz.-Bip., pertence a familia Asteraceae (Compositae), a
segunda maior familia de angiospermas e ao género Tanacetum, o qual
compreende cerca de 150-200 espécies. A espécie é nativa no Sudeste Europeu e
Asia Menor, cultivada na maior parte da Europa, e em alguns paises da América e
Africa, incluindo o Brasil (BROWN et al., 1999).

Nos Estados Unidos, Europa e Nova Zelandia € mais conhecida como
"feverfew", devido a sua utilizagdo mais tradicional como antipirética. No Brasil, €
mais conhecida como artemisia, sendo também comuns as denominacfes de
tanaceto, monsenhor-amarelo, piretro-do-caucaso, margaridinha, matricaria,
artemijo, artemigem, macela-do-reino, camomila-pequena, macela-da-serra,
artemigem-dos-jardins e olguinha (CARVALHO, 2009).

T. parthenium tem um longo historico no uso de suas folhas e flores no
tratamento fitoterapico, como analgésico e anti-inflamatério o que levou alguns
autores denominarem-na "aspirina medieval" (HEWLETT et al., 1996).
Tradicionalmente, tem sido utilizada para o tratamento da enxaqueca, zumbido,
tontura, artrite, febre, disturbios menstruais, dificuldade durante o parto, dores de
estbmago, dores de dente, e picadas de insetos (NEWALL et al., 2002). Seu uso
terapéutico, particularmente contra enxaqueca e artrite, tem sido popularizado em tal
extensdo, que varios tipos de preparacdes comerciais dela obtidas, inclusive folhas
desidratadas e moidas, estdo a venda em muitas farmacias e lojas de produtos
naturais, em varias partes do mundo, sendo correntemente utilizadas como
fitoterapico (DOLMAN et al., 1992; WILLIAMS et al., 1995).

Durante os ultimos 15-20 anos, a espécie T. parthenium tem recebido

consideravel atencdo em razéo, principalmente, das suas propriedades profilaticas
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com respeito a frequéncia e severidade dos ataques de enxaqueca (HEWLETT et
al., 1996). Estudos fitoquimicos relatam que extratos de artemisia contém grande
variedade de metabdlitos secundarios, como esterdis, lactonas sesquiterpénicas,
flavonoides e taninos (KAPLAN et al.,, 2002). No entanto, estudos recentes tém
indicado que dentre as 30 lactonas sesquiterpénicas ja identificadas na referida
espécie e 0s outros metabdlitos supracitados, o partenolido € o marcador quimico e
a principal substancia farmacologicamente ativa, correspondendo a 85% do total de
sesquiterpenos (MAJDI et al., 2011).

Ao partenolido tém sido descritas diversas atividades biolégicas, como
tratamento da enxaqueca (KIM et al.,, 2012), antimicrobiano e antiparasitario
(BLAKEMAN, ATKINSON, 1979; IZUMI et al., 2008), além da atividade antireumatica
e anti-inflamatéria (PFAFFENRATH et al., 2002).

Ao longo de duas décadas, muito se descobriu sobre a capacidade do
partenolido em induzir a apoptose em diferentes células cancerigenas, incluindo
células humanas de carcinoma hepatocelular, cancer de pulmédo e céancer de
estbmago. E apdés muitas pesquisas foi confirmado que tal efeito apoptdético esta
associado a inibicdo do fator nuclear NF-kB, do STAT3, além do maior stress
oxidativo gerado (KIM et al., 2013).

Estudos tém evidenciado também a atividade antiparasitaria desempenhada
pelo partenolido. Tiuman e colaboradores (2005) avaliaram a atividade contra
Leishmania amazonensis e verificaram que o0 composto foi capaz de inibir a
proliferacdo do parasita e reduzir a sobrevivéncia das formas intracelulares, ambos
em concentracdes baixas, sem apresentar toxicidade as células hospedeiras.
Semelhantemente, no estudo conduzido por Izumi e colaboradores (2008) o
partenolido inibiu a proliferacdo das formas epimastigotas e amastigotas de
Tripanosoma cruzi.

Além das propriedades ja citadas, o partenolido tem sido extensivamente
estudado em relacdo a sua atividade anti-inflamatéria, tanto em modelos in vitro
guanto in vivo.

No estudo conduzido por Magni e colaboradores (2012) utilizou-se células do
SNC. Essas células de microglia foram colocadas em culturas e estimuladas por
LPS, posteriormente foram tratadas com diferentes concentragcdes de partenolido.
Nas concentragdes de 1 e 5 uM, o partenolido foi capaz de inibir a producéo de IL-6

em 48% e 98%, respectivamente. Além disso, na maior concentracdo avaliada de
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partenolido (5 pM), a producéo de TNF-a foi reduzida em 54%. Ainda sobre células
do SNC, Zou, Crews (2012) demonstraram que inflamagao induzida por etanol afeta
a neurogénese e que neste modelo experimental a utilizacdo do partenolido inibe a
IL-1B induzida por etanol, mostrando-se um importante caminho para se reestabeler
a neurogénese.

De forma semelhante, em estudos in vivo o partenolido também se mostra
promissor no tratamento de doencas inflamatérias. Smolinski, Pestka (2005)
realizaram experimentos in vivo demostrando que o partenolido reduz a expressao
génica de interleucinas (IL-6 e IL-1B), TNF-a e COX-2 em 6rgaos como bacgo e
figado. J& no estudo de Zhao e colaboradores (2012), o modelo utilizado foi o da
colite ulcerativa, no qual observou-se que o0s animais apés o tratamento com
partenolido tiveram reducdo dos niveis de TNF-a, IL-1B e melhora dos aspectos
histoldgicos.

Muitos autores sugerem que a atividade anti-inflamatéria exercida pelo
partenolido ocorra através da inibicdo do fator de transcricdo nuclear (NF-kB).
Estudos mostram que tal inibicdo € através da alquilacdo de um residuo de cisteina
p65 na subunidade NF-kB, o qual € necessario para a ligagdo com o DNA (GARCIA-
PINERES et al., 2004).

O complexo NF-kB € um fator de transcricdo que regula a expressao de
varios genes incluindo citocinas, moléculas de adesdo celular, proteinas
antiproliferativas e inibidores de apoptose. Entre as citocinas ligadas ao NF-kB
estdo, por exemplo, IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, entre outras. Este complexo (NF-kB)
também estad intimamente ligado a quimiocinas, moléculas de adesédo (ICAM,
VCAM), enzimas indutoras (COX-2, iINOS), fatores de crescimento, proteinas de fase
aguda e receptores do sistema imune (UCHIBORI et al., 2013).

Considerando o papel do NF-kB como um mediador intracelular da
inflamagéo, é esperado que sua inibicdo exerca um possivel efeito anti-inflamatorio,
através da regulacdo de varias citocinas importantes nesta resposta. No trabalho de
Li e colaboradores (2006) observou-se que o partenolido inibiu, em linhagens de
macrofagos RAW 264,7 estimulados por LPS, a ativacdo do complexo NF-kB,
inibindo a expresséo de diversas citocinas avaliadas, dentre elas as interleucinas IL-
1a, IL-1B e IFN-y.

No entanto, outros estudos afirmam que a atividade anti-inflamatdria exercida

por algumas lactonas sesquiterpénicas ocorra através da alquilacdo de um residuo
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de cisteina da alga de ativagao da IkB quinase (IKK), impedindo assim a fosforilagao
e degradagao de IkB, um passo necessario para a ativacdo do NF-kp (HEHNER et
al., 1999).

Em células ndo estimuladas, o NF-kB é retido no citoplasma através da
interacdo com o seu inibidor IKB. Em resposta a varios estimulos pré-inflamatérios, o
IkB é fosforilado pelo complexo kB quinase (IKK), levando a degradacao do inibidor
IKB, permitindo assim a translocacdo do NF-kB ao nucleo, onde ira regular a
expressdo de centenas de genes que sdo importantes na resposta inflamatoria
(YAMAOKA et al., 1998). No trabalho publicado por Kwok e colaboradores (2001) foi
demonstrado que o partenolido se liga ao IkB quinase inibindo-o. Tal ligacdo se da
na subunidade catalitica IKKB, impedindo assim a ativacdo do complexo NF-kB.
Além disso, 0 mesmo grupo de pesquisa demonstrou ainda que a atividade anti-
inflamatoria do partenolido tanto in vitro como in vivo € mediada através do anel a-
metileno-y-lactona.

Como descrito anteriormente, 0 6xido nitrico esta implicado na patogénese da
EAE e a COX-2 em processos inflamatérios e imunomodulatérios, nesse sentido
varios pesquisadores tém avaliado o efeito do partenolido sobre a producédo destes
mediadores. Nestes estudos observou-se que o partenolido apresenta efeito
inibitério sobre a enzima COX-2 e iINOS (RUMMEL et al.,, 2011; GRECO et al.,
2012).

Além do efeito amplamente relatado sobre a via NF-kB, e efeito inibitorio da
enzima COX-2 e INOS, estudos recentes mostram que o partenolido também
apresenta forte inibicdo de STAT3 (CARLISI et al., 2011; SKOUMAL et al., 2011),
um sinalizador de traducéo e ativador de transcricdo. Este mensageiro encontra-se
ativado em uma série de tumores (CARLISI et al., 2011.; SKOUMAL et al., 2011)
bem como na producgéo de IL-17, interleucina diretamente ligada a patogénese da
EAE (ZHOU et al., 2007; WEI et al., 2007).

Portanto, diante do exposto e tendo-se em vista que muitas pesquisas
apontam que a supressdo conjunta Thl e Thl7 promovem uma melhora clinica
consideravel na EAE, observando-se diminuicao de infiltrados inflamat6rios no SNC,
preservacdo das areas mielinizadas, reducdo dos niveis de TNF-a, IFN-y, IL-17 e
radicais de oxigénio em animais com EAE (CORREA et al., 2010 e PERON et al.,
2010), torna-se relevante estudar seus possiveis efeitos anti-inflamatérios na

modulacado da resposta inflamatéria em camundongos C57BI/6 EAE-induzidos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos

imunomodulatérios in vitro do acido caurenoico e do partenolido sobre esplendcitos
obtidos de camundongos C57BI/6 EAE-induzidos.

Para estes propoésitos, os objetivos especificos do trabalho foram:

Obter o extrato bruto cloroférmico das raizes tuberosas de Smallanthus
sonchifolius e o extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de Tanacetum
parthenium;

Realizar o isolamento, a purificacdo e a identificacdo do acido caurenoico e
do partenolido presentes nos extratos supracitados;

Avaliar os efeitos do &cido caurenoico e do partenolido sobre a producédo das
citocinas IL-17, IL-6, IFN-y, TNF-a em culturas de esplendcitos de
camundongos C57BI/6 EAE-induzidos;

Avaliar os efeitos do acido caurenoico e do partenolido sobre a producéo de
oxido nitrico em culturas de células peritoneais de camundongos C57BI/6
EAE-induzidos;

Avaliar os efeitos citotoxicos do acido caurenoico e do partenolido em células

peritoneais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. INSTRUMENTACAO E MATERIAIS CROMATOGRAFICOS

O Nucleo de Identificacdo e Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN)
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora disp6s dos
seguintes equipamentos para o desenvolvimento deste trabalho:

e Rotaevaporador Buchi RII

e Bomba Buchi V-700

e Camara UV SL-204 Solab (A= 254 e 366 nm)

e Balanca analitica (Marte AY220)

e Estufa com circulagcéo de ar (Solab SL102)

O grau de pureza dos solventes utilizados variou de acordo com a finalidade:

- para as extracbes e sistemas cromatograficos, utilizaram-se solventes de
grau P.A., das marcas Vetec, Cromato Produtos Quimicos LTDA, Quemis, Isofar e
Alphatec

- para as andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizaram-se solventes ultrafiltrados, grau HPLC, das marcas Alphatec e JTBaker

O tipo de fase estacionéria utilizada nos processos cromatograficos variou de
acordo com a separacao desejada:

- para cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se como adsorvente
silica gel 60 GF254 Merck, com espessura de 0,25 mm.

- para cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizou-se como adsorvente silica
gel (particulas de 60-230 um, Aldrich),

- para cromatografia em coluna (CC) e cromatografia em coluna flash utilizou-
se como adsorvente silica gel (particulas de 40-63 pum, Aldrich), empregando-se
colunas de vidro de diferentes alturas e diametros, contendo placa sinterizada de 2,5
cm de altura.

- para as revelacdes dos cromatogramas obtidos em placas comparativas
utilizaram-se vapores de iodo, solucédo de anisaldeido sulfurico, solucéo de vanilina
em acido sulfurico e/ou irradiacdo no UV (254 e 366 nm).

- as analises qualitativas por CLAE foram realizadas em coluna analitica de

fase reversa (Sun Fire™ Cyg; 4,6 x 250 mm; 5 pm), na presenca de coluna guarda
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(Sun Fire™ Cyg; 4,6 x 20 mm; 5 um), empregando-se cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (HPLC Waters) composto por duas bombas (modelo 1525), injetor
automatico (modelo 2707) e detector de arranjo de diodos PDA (modelo 2998). A
aguisicao de dados e controle foi feita pelo software Empower 3 Waters Corporation.

4.2. COLETA DO MATERIAL VEGETAL E PREPARO DA EXSICATA

As raizes tuberosas de S. sonchifolius foram coletadas em 24 de julho de
2013 no horto da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora —
UFJF. A exsicata do vegetal foi depositada no Herbario VIC — Vigosa, da UFV, sob
namero de tombo 41.713, e identificada por Fernanda Lob&o Gotti.

As partes aéreas de T. parthenium foram coletadas em 24 de outubro de 2013
no horto da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora —
UFJF. A exsicata do vegetal foi depositada no Herbério Leopoldo Krieger — CESJ, da
UFJF, sob numero de tombo CESJ 65105.

4.3. OBTENQAO DO EXTRATO CLOROFORMICO DAS RAIZES TUBEROSAS
DE S. sonchifolius

As raizes tuberosas de S. sonchifolius foram cortadas em pequenos pedacos
e estas foram levadas & estufa a 45 °C para secagem do material vegetal. Apés
secagem, o material obtido foi triturado com auxilio de moinho de facas, resultando
em 1800 g de p6. O pd assim obtido foi submetido & maceracdo em cloroférmio.

As solugdes cloroférmicas obtidas foram filtradas e, em seguida, transferidas
para baldes de fundo redondo e concentradas com auxilio de rotaevaporador a
temperatura de 45 + 5 °C. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos
previamente pesados fornecendo 24,07 g de extrato bruto cloroférmico das raizes

tuberosas de S. sonchifolius (Ss).

4.3.1. Isolamento do &acido caurenoico das raizes tuberosas de S.

sonchifolius

Com o intuito de separacgao inicial dos constituintes presentes no Ss, 22 ¢
deste extrato foi submetido a CLV de 10 cm de diametro por 9 cm de altura,
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empacotada com 310 g de silica gel (60-230 um). Utilizou-se como fase mével a
mistura de hexano:acetato de etila:metanol em grau crescente de polaridade, sendo

coletadas 9 fracdes de aproximadamente 1500 mL cada (Tabela 3).

Tabela 3. Fragbes obtidas por CLV da fragao Ss.

Eluentes Fracdes Massas (g)
Hexano 100% Ss-1 0,055
Hex:AcOEt 10% Ss-2 2,189
Hex:AcOEt 10% Ss-3 0,487
Hex:AcOEt 10% Ss-4 0,255
Hex:AcOEt 10% Ss-5 0,869
Hex:AcOEt 30% Ss-6 1,455
Hex:AcOEt 50% Ss-7 1,476
AcOEt 100% Ss-8 1,028
AcOEt:MeOH 80% Ss-9 1,176

Realizou-se a CCD das fracdes obtidas da CLV do extrato Ss, utilizando como
sistema eluente, hexano:acetato de etila (1:1 v/v), revelando em luz UV no
comprimento de onda 254nm e posteriormente em anisaldeido (Figura 10). A partir
da analise cromatogréfica, foi possivel sugerir a presenca do constituinte de
interesse nas fragbes 2, 3 e 4. Para isolamento de tal substancia, estas fragdes
foram reunidas, passando a ter o codigo Ss(,.4), € posteriormente submetida a outro

processo de fracionamento.

Figura 10. CCD das fracdes obtidas da CLV do extrato Ss.

Fase movel: Hex:AcOEt (1:1 v/v); revelador: anisaldeido

4.3.1.1. Fracéo Ss(.4

A fragdo Ss(»-4) (2,931 g) foi submetida a cromatografia em coluna flash de 4

cm de didmetro e 18 cm de altura, empacotada com 95 g de silica gel (40-63 pm).
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Foram recolhidas 15 sub-fracbes de 100 ml cada, utilizando-se como eluentes a
mistura de hexano:acetato de etila. Apds analise das sub-fracdes, por meio de CCD,

foi possivel agrupa-las em 7 sub-fracbes, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Sub-fragdes obtidas por cromatografia flash da fragéo Ss.4).

Eluentes Sub-fracdes Massas (g)
Hex:AcOEt 10% SS(2-4)-2 0,271
Hex:AcOEt 10% SS(2.4-5 0,548
Hex:AcOEt 10% SS(2-2-9 0,186
Hex:AcOEt 20% SS(2-4-12 0,146
Hex:AcOEt 20% SS(2-4-13 0,117
Hex:AcOEt 50% SS(-4-14 0,547
AcOEt 100% SS(2-4-15 0,291

Realizou-se a CCD das sub-fracGes obtidas da cromatografia em coluna flash
da sub-fracéo Ss(,.4), utilizando como sistema eluente, hexano:acetato de etila (9:1
v/v), e revelando em luz UV no comprimento de onda de 254nm e posteriormente
em anisaldeido (Figura 11).

De acordo com a analise do perfil cromatogréafico das sub-fracées resultantes,
observou-se que a sub-fragdo Ss(.s-5 apresentava como uma unica mancha na
CCD. A substancia isolada apresentou-se na forma de cristais brancos (Figura 12) e
para determinacdo da sua estrutura quimica, a mesma foi avaliada por RMN de 'H e
13C.

-
— —

SS9 32 )3 by 15

Figura 11. CCD das sub-fracGes obtidas Figura 12. Substancia isolada da fracao
da cromatografia flash da fragéo Ss;.4). SS(2-4)-5.
Fase mével: Hex:AcOEt (9:1 v/v);
revelador: anisaldeido
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Figura 13. Fluxograma demonstrativo do isolamento do Ss;.,-5 do extrato bruto cloroférmico das raizes tuberosas de S. sonchifolius
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4.4. OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS PARTES AEREAS
DE T. parthenium

As partes aéreas de T. parthenium foram secas a sombra, a temperatura
ambiente e posteriormente levada & estufa a 45 °C para finalizar o processo de
secagem. ApoOs secagem, o material vegetal foi submetido a moagem para obtencao
do po6. O po assim obtido (1983 g) foi submetido & maceracédo em etanol: agua (9:1
VIV).

As soluges hidroalcoolicas obtidas foram filtradas e, em seguida, transferidas
para bal6es de fundo redondo e concentradas com auxilio de rotaevaporador a
temperatura de 45 + 5 °C. Os extratos obtidos foram transferidos para frascos
previamente pesados fornecendo 32 g de extrato bruto hidroalcodlico das partes
aéreas de T. parthenium (Tp).

4.4.1. Isolamento do partenolido das partes aéreas de T. parthenium

Com o intuito de retirar parte da clorofila presente no Tp, cerca de 25 g do
extrato foi submetido ao processo de filtracdo com carvao ativo.

Para tal procedimento, 25 gramas de carvao foram colocados em estufa de
circulacdo de ar, a 40 °C por 1 hora e, posteriormente este foi adicionado ao Tp.
Para empacotamento da coluna de 10 cm de diametro por 8 cm de altura, utilizou-se
350 g de celite, e a mistura de carvao ativado e Tp foi submetida a passagem por
este sistema. ApoOs a filtracdo, recolheu-se uma fracdo que, em seguida, foi
transferida para baldo de fundo redondo e concentrada com auxilio de
rotaevaporador a temperatura de 45 + 5 °C, rendendo 15 g do extrato bruto
hidroalcodlico filtrado das partes aéreas de T. parthenium, o qual passou a ter o
cédigo de TpF.

Prosseguindo com o processo de isolamento do partenolido, a fragdo TpF (15
g) foi submetida a CLV de 10 cm de diametro por 9 cm de altura, empacotada com
310 g de silica gel (60-230 upm), utilizando-se como eluentes a mistura de
hexano:acetato de etila:diclorometano em grau crescente de polaridade, sendo
coletadas 8 fracdes de aproximadamente 2000 mL cada (Tabela 5).
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Tabela 5. FragGes obtidas por CLV da fragao TpF.

Eluentes Fracbes Massas (g)
Hex:AcOEt 5% TpF-1 0,173
Hex:AcOEt 15% TpF -2 0,410
Hex:AcOEt 25% TpF -3 0,756
Hex:AcOEt 40% TpF -4 1,300
Hex:AcOEt 40% TpF -5 0,663
Hex:AcOEt 55% TpF -6 0,293
Hex:AcOEt 80% TpF -7 0,520
DCM 100% TpF -8 0,100

Realizou-se a CCD das fracfes obtidas da CLV do extrato TpF, utilizando
como sistema eluente, hexano:acetato de etila (6:4 v/v), revelando em luz UV no
comprimento de onda 254nm e posteriormente em anisaldeido (Figura 14). A partir
da andlise cromatografica e comparacao com o perfil do padrao de partenolido, foi
possivel sugerir a presenca do constituinte de interesse nas fracbes 4 e 5. Para
isolamento de tal substancia, estas fracdes foram reunidas, passando a ter o codigo

TpF.5), € porteriormente submetida a outro processo de fracionamento.

T8y
; ~ p- -

S
v & 34 s e

Figura 14. CCD das fracdes obtidas da CLV do extrato TpF.

Fase médvel: Hex:AcOEt (6:4 v/v); revelador: anisaldeido

4.4.1.1. Fracéo TpFu.s)

A fragdo TpFua.s (1,963 g) foi submetida a cromatografia em coluna classica
de 4 cm de diametro e 18 cm de altura, empacotada com 30 g de silica gel (40-63
pm). Foram recolhidas 35 sub-fragdes de 100 mL cada, utilizando-se como eluentes
a mistura de cloroférmio:acetona. Apos analise das sub-fragcdes, por meio de CCD,

foi possivel agrupa-las em 7 sub-fracbes, como mostra a Tabela 6.
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Tabela 6. Sub-fragGes obtidas por CC da fragao TpF4.s).

Eluentes Sub-fracdes Massas (g)
CHCI3:Me,CO 0,5% TPpF (456 0,293
CHCI3:Me>CO 0,5% TpF (4.5)-15 0,152
CHCI3:Me,CO 0,5% TpF 45-17 0,039
CHCI3:Me,CO 2% TpF (4522 0,232
CHCl3:Me,CO 5% TpF (45-30 0,574
CHC|3ZM€2CO 5% TpF (4.5)-33 0,159
Me,CO 100% TPF (4.5-35 0,038

Realizou-se a CCD das sub-fracbes obtidas da cromatografia classica da
fracdo TpFu.s), utilizando como sistema eluente, hexano:acetato de etila (1:1 v/v),
revelando em luz UV no comprimento de onda 254nm e posteriormente em

anisaldeido (Figura 15).

e 15 4% 22 30 3> -

Figura 15. CCD das sub-fragoes obtidas da CC da fragéo TpF,.s).

Fase mavel: Hex:AcOEt (1:1 v/v); revelador: anisaldeido

De acordo com a analise do perfil cromatografico das sub-fragdes resultantes,
observou-se que a sub-fracdo TpF@s5)-15 apresentava como uma Unica mancha na
CCD. A substancia isolada apresentou-se como um po branco (Figura 16) e para

determinacdo da sua estrutura quimica, a mesma foi avaliada por RMN de 'H e 13¢.

Figura 16. Substancia isolada da fragéo TpF.5-15.
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Figura 17. Fluxograma demonstrativo do isolamento do TpF.5-15 do extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de T. parthenium
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4.5. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Os compostos isolados foram identificados por meio da analise dos espectros
de RMN de 'H, RMN de *C e também pela comparacdo com a literatura. A
obtencdo dos espectros de RMN de 'H e *C foi realizada no Departamento de
Quimica da UFJF, registrados no espectrometro BRUCKER ASCEND™500,
operando a 500 MHz para hidrogénio e a 125 MHz para carbono. Como referéncia
interna, utilizou-se o tetrametilsilano (TMS). Os valores de deslocamento quimico ()
sao referidos em partes por milhdo (ppm), e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCI;) para solubilizacdo dos

compostos isolados.

4.6. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
DETECTOR DE ARRANJO DE FOTODIODOS (CLAE-DAD)

O extrato bruto cloroférmico das raizes tuberosas de S. sonchifolius (Ss) e o
acido caurenoico proveniente deste extrato, assim como o0 extrato bruto
hidroalcodlico das partes aéreas de T. parthenium (Tp) e o partenolido foram
analisados por CLAE. Todas as amostras foram diluidas em metanol grau HPLC de
forma a obter uma concentracdo de 2mg/mL. Foram injetados 15 pL do &cido
caurenoico e partenolido e 50 pL dos extratos Ss e TpF.

Para analise do Ss e acido caurenoico utilizou-se um sistema gradiente linear
que consistiu de uma fase movel: H3PO, 0,5% em agua (A) e acetonitrila (B),
variando de 60 a 100% de B (0 - 30 min), mantendo os 100% até 40 min, com fluxo
de fase a 1 mL/min. J& para TpF e partenolido a fase mével consistiu em um sistema
gradiente linear de H3PO4 0,5% em agua (A) e acetonitrila (B), variando de 40 a
100% de B (0 - 30 min), com fluxo de fase a 1 mL/min. Foi realizado um
monitoramento utilizando-se o detector UV em varredura entre 190 a 400 nm, sendo

selecionada a leitura no comprimento de onda de 200 nm.

4.7. AVALIACAO DOS EFEITOS DO ACIDO CAURENOICO E DO
PARTENOLIDO SOBRE A PRODUCAO DE MEDIADORES QUIMICOS DA EAE

4.7.1. Animais de experimentacao
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Foram utilizados camundongos da linhagem C57BIl/6 fémeas, com 8-12
semanas, provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Eles permaneceram na sala de manutencao
de animais do Laboratorio de Biofarmécia da Faculdade de Farmacia, em estantes
climatizadas e dieta ad libitum e durante a manifestacdo dos sintomas da doenca as
mamadeiras tiveram o0s bicos alongados e as racOes trituradas para facilitar a
alimentacdo dos mesmos. Todos os procedimentos estdo de acordo com o0s
principios do Cdadigo Brasileiro para a Utilizacdo de Animais de Laboratério tendo
sido autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal
de Juiz de Fora — MG (Protocolo N° 041/2013).

4.7.2. Inducéo da EAE

Foram utilizados 12 animais, destes 4 foram utilizados como controle negativo
para determinacdo de citocinas normais, e nos demais induziu-se a EAE.

Os animais foram imunizados por via subcutanea (s.c.) em ambos os lados da
base da cauda com 100 pL da emulséo antigénica contendo: 100 pg do peptideo
MOG3s55 (gentimente cedida pela Dra. Maria Aparecida Juliano Titular
Departamento de Biofisica Escola Paulista de Medicina) e adjuvante completo de
Freud (Sigma) suplementado com 400 pug de Mycobacterium tuberculosis (H37RA,;
Difco Laboratories, Detroit, EUA). No dia da imunizacdo e apos 48 horas, foram
injetados intraperitonealmente (i.p.) 300 ng de toxina pertussis (Sigma). Os animais
foram observados diariamente quanto ao aparecimento dos sinais clinicos (Tabela 7)
sendo sacrificados 22 dias apds a inoculagdo (pico da doenca no camundongo
C57Bl/6).

Tabela 7: Escore clinico dos C57BI/6 com EAE.

ESCORE SINAIS CLINICOS

0 SADIO

1 PERDA DE TONUS DA CAUDA

2 PARALISIA PARCIAL PATAS TRASEIRAS

3 PARALISIA SEVERA PATAS TRASEIRAS

4 PARALISIA SEVERA PATAS TRASEIRAS E PARALISIA
PARCIAL PATAS DA FRENTE

5 PARALISIA COMPLETA

Fonte: FONTES, 2013.
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Grupos experimentais

As células obtidas de camundongos C57BIl/6 EAE-induzidos foram utilizadas

para a avaliagdo do efeito imunomodulatorio in vitro do &cido caurenoico e

partenolido em diferentes concentragfes. Células de camundongos C57BI/6 sadios

foram utilizadas como controle negativo. Para o controle positivo utilizou-se células

provenientes de animais doentes sem nenhum tratamento. Todos os grupos foram

feitos em quintuplicata.

4.7.4.

Grupo [: controle negativo (células de animais sadios)

Grupo Il: controle positivo (células de animais doentes)

Grupo llI: Células de animais doentes na presenc¢a do acido caurenoico
na concentracdo de 25 pM.

Grupo IV: Células de animais doentes na presenca do acido caurenoico
na concentracdo de 50 uM

Grupo V: Células de animais doentes na presenca do acido caurenoico
na concentracédo de 100 uM

Grupo VI: Células de animais doentes na presenca do partenolido na
concentragéo de 1 uM.

Grupo VII: Células de animais doentes na presenca do partenolido na
concentragéo de 5 pM.

Grupo VIII: Células de animais doentes na presenca do partenolido na
concentragéo de 20 pM.

Obtencéo de células peritoneais e esplendcitos

Apoés eutanasia com xilasina (30 mg/Kg) e quetamina (160mg/kg) (DAMY, et

al., 2010) os animais tiveram a retirada do exudato peritoneal por puncdo em PBS

estéril e retirada do baco por disseccao.

4.7.4.1 Obtencéo das células do exudato peritoneal

Posterior a assepsia com etanol 70% (v/v), a pele da regido abdominal foi

removida para exposicdo do peritbnio. Com auxilio de seringa e pinga cirdrgica
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estéreis, a cavidade peritoneal foi exposta e lavada com 5mL de PBS, pH 7,4,
estéril. Ap6s o massageamento do abdémen por aproximadamente 30 vezes para 0
desprendimento das células, os lavados peritoneais dos camundongos foram
aspirados e acondicionados em tubos plasticos tipo falcon estéreis e mantidos em
banho de gelo até a sua utilizag&o.

Apés a coleta, os lavados foram centrifugados a 1200 rpm, 8 min, 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de células ressuspenso em 1 mL de PBS
estéril (pH 7,4). A contagem das células presentes no lavado peritoneal foi realizada
em camara de Neubauer e a viabilidade avaliada com solu¢cdo de Azul de Trypan
(0,1%). O volume da suspens&o foi entéo ajustado para 2x10° células/mL em RPMI
completo e colocou-se em cultura por 48 horas, com ou sem estimulo, para a

determinacao de NO.

4.7.4.2 Obtencdo dos esplendcitos

O baco dos animais foi coletado de forma asséptica e, apds lavagem com
solucdo de RPMI estéril, foi macerado em 5 mL desta mesma solucéo. Estas células
foram centrifugadas (1200 rpm, 8 min, 4°C) e o botdo celular ressuspenso em
solucado de cloreto de amoénio para lise das hemacias. Este processo foi repetido até
completa lise das hemacias. Em seguida, as células foram ressuspensas em meio
RMPI completo (10% SFB — soro bovino fetal) e incubadas em placas de 6 pocos
por 1 hora em estufa a 37°C e 5% de CO, transferido para tubos do tipo falcons de
15 mL para serem contados em camara de Neubauer com azul de Tripan, avaliando-
se a viabilidade das células. Ajustou-se as células para 2x10° células/mL e estas
foram colocadas em cultura por 24 horas com ou sem estimulo, para a determinagéo
das citocinas. As culturas foram estimuladas com MOGg3s_s5 na concentragéo de 10

pg/mL e LPS (Sigma) a 1 yg/mL.

4.7.5. Producéo de 6xido nitrico (Nitrito)

ApoOs 48 horas, 100 uL de sobrenadante da cultura de células peritoneais de
cada grupo foram colocados nos pogos de microplacas com fundo chato tipo
Corning. O sobrenadante foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente com
100 pL do Reativo de Griess (DING et al., 1988). Este reativo foi obtido misturando-
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se a solugéo A (50ml de sulfanilamida 1%) com a solu¢do B (50ml de 0,1% dihidro-
cloreto de naftiletiienodiamina diluido em 2,5% de H3PO4- Sigma Co., St. Louis),
volume a volume. A absorbéancia foi medida, utilizando-se um filtro de 540 nm em um
leitor automatico de microplacas (SPECTRAMAX 250, Molecular Devices) e a
producdo de NO quantificada através de comparacdo com uma curva padrdo de
nitrito em concentragdes variando de 3,12 a 100 pM, sendo os resultados expressos

em moles/mL.

4.7.6. Determinacgéo de citocinas por ELISA

As células foram cultivadas na densidade de 2 x 10°/pogo em meio RPMI
1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina (RPMI 5%, Sigma),
em camara umida, a 37° C e em atmosfera de 5% de CO,. As culturas foram
estimuladas com MOGg3s_s5 na concentragcdo de 10 yg/ml, LPS (Sigma) a 1 pg/ml.
Sobrenadantes foram coletados apds 24 horas e as microplacas foram
sensibilizadas com um primeiro anticorpo (anti-TNF-a, anti-IFN-y, anti-IL-17 e anti-IL-
6) (PeProtech Inc, New Jersey), diluidos em PBS, incubadas durante 16 horas a 4°C
e blogueadas com PBS-Tween 20 (PBS-T) + 10% SFB, por 2 horas. ApOs este
periodo, as placas foram lavadas quatro vezes em PBS-T e, em seguida,
adicionados os padrbes (das citocinas citadas anteriormente) recombinante de
camundongo (PeProtech Inc, New Jersey) e as amostras dos animais utilizados no
modelo experimental. As placas foram entdo incubadas por mais 2 horas a
temperatura ambiente. Terminada a incubacdo as placas foram lavadas quatro
vezes em PBS-T e o segundo anticorpo biotinilados (dos respectivos anticorpos
primarios) (PeProtech Inc, New Jersey) foram adicionados e incubados por mais 1
hora a temperatura ambiente. A seguir mais quatro lavagens com PBS-T foram
feitas, adicionado o conjugado enzimatico constituido do complexo streptoavidina-
peroxidase, na diluicdo de 1/400 (SIGMA - Co, St. Louis), seguido de incubacé&o por
mais 1 hora. ApOs este periodo, a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato
contendo Tampao Citrato (pH 5,5), cromdégeno OPD (1mg/mL) e agua oxigenada
30% (1pg/mL). A reacéo foi bloqueada com &cido sulftrico 4N e a leitura foi feita em
leitor de microplacas (SPECTRAMAX 250, Molecular Devices) a 440 nm. As

amostras foram quantificadas por comparacdo com as curvas padroes
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recombinantes (as concentragdes dos anticorpos e recombinantes foram de acordo

com recomendac0des do fabricante PeProtech Inc, New Jersey).

4.8. VIABILIDADE CELULAR

O teste de viabilidade celular foi realizado com células peritoneais, obtidas
conforme descrito no item 4.7.4.1. As células foram quantificadas em camara de
Neubauer e ajustadas para 5x10° células/mL em meio RPMI 1640 para a realizac&o
dos testes propostos. A suspensao de células foi transferida para cada poco da
placa de cultura celular com 24 pocos e cultivadas em meio RPMI 1640 com 10% de
SFB por 24 horas a 37 °C em estufa com 5% CO..

ApOs incubacédo por 24 horas, as células foram colocadas em contato com as
substancias: partenolido (1; 5; 10 e 20 uM) (KU, LIN, 2013) e acido caurenoico (25;
50; 100 e 200 pM) (CHOI et al., 2011), cada uma em triplicata. A placa foi incubada
por 24 horas a 37 °C em estufa com 5% CO,. ApGs este periodo, retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se, em cada poco, 250 pL da solucédo de MTT (5 mg/mL),
mantendo a placa protegida da luminosidade. A placa foi homogeneizada e
novamente mantida em estufa com 5% CO, a 37°C, por 4 horas. Em seguida, 100 pL
de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados por poco. A placa foi agitada a 150
rpm/10 minutos e a leitura realizada em leitora de microplacas no comprimento de
onda de 570nm. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle. O

método utilizado foi adaptado de Mosmann (1983).
4.9. ANALISE ESTATISTICA
Dados foram expressos em média + desvio padrdo e analise estatistica

realizada pelo programa Graphpad Prism e o teste de Turkey utilizado, sendo

considerado p<0,05 para indicar uma estatistica significantemente diferente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ISOLAMENTO DOS METABOLITOS

Conforme descrito anteriormente, o processo de maceragdo forneceu o
extrato bruto cloroférmico dos rizomas de S. sonchifolius, o qual foi submetido a
processos cromatograficos, resultando no isolamento da substancia Ss(.s-5,
identificada através das técnicas espectroscopicas como acido caurenoico.

Em virtude dos diversos trabalhos de prospecc¢do fitoquimica, muito se
conhece sobre a constituicdo quimica das diferentes partes de S. sonchifolius.
Caules e folhas sdo ricos em proteinas e compostos fendlicos, como acido cafeico,
acido clorogénico e acido ferulico e flavonoides como a quercetina. Muitos estudos
fitoquimicos também tém evidenciado diversas lactonas sesquiterpénicas, sendo a
enidrina a principal lactona isolada das folhas de S. sonchifolius (BARCELLONA et
al., 2012). Além das lactonas sesquisterpénicas, os diterpenos do tipo caurano séo
metabdlitos caracteristicos do género Smallanthus, destes o acido caurenoico € o
principal terpeno reportado nas folhas e, principalmente, nas raizes tuberosas de S.
sonchifolius.

No estudo conduzido por Araoz e colaboradores (2010) produziu-se, a partir
do processo de maceracdo, o extrato diclorometanico das raizes tuberosas de S.
sonchifolius, o qual foi submetido ao fracionamento em cromatografia em coluna,
utilizando como eluente hexano:acetato de etila (12:1 v/v), como resultado obteve-se
majoritariamente o acido caurenoico. Ainda neste estudo, quantificou-se o0s
metabdlitos presentes neste extrato através da técnica de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrobmetro de massas (CG-EM), sendo o mesmo constituido por
0,74% de acido caurenoico.

Em relacdo a T. parthenium, o processo de maceracéo rendeu o extrato bruto
hidroalcodlico das partes aéreas dessa planta. Este por sua vez, foi filtrado em
carvao ativado, objetivando a remocéo parcial de clorofila. E por fim, a solugao
remanescente deste procedimento foi submetida a processos cromatograficos,
resultando no isolamento da substancia TpF@.5)-15, identificada através das técnicas
espectroscopicas como partenolido.

Como descrito anteriormente, muitos estudos tém evidenciado a presenca de

partenolido em T. parthenium, principalmente, em flores e folhas, enquanto que os
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caules e raizes contém somente tracos (HEPTINSTALL et al., 1992; MAJDI et al.,
2011). Dessa forma, muitos pesquisadores tém realizado o isolamento dessa lactona
sesquiterpénica a partir das partes aéreas de T. parthenium (TIUMAN et al., 2005;
MAJDI et al., 2011).

Em trabalhos realizados anteriormente, produziu-se, através de maceracao
em etanol:agua (9:1 v/v), o extrato hidroalcodlico das partes aéreas de T.
parthenium, o qual foi concentrado e, em seguida submetido a processos
cromatograficos utilizando como eluente hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol. A fragdo diclorometéanica foi re-cromatografada utilizando hexano como

fase mével, rendendo o partenolido puro (TIUMAN et al., 2005).
5.2. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
5.2.1. Substancia Ss.4-5
A comparacdo dos dados espectroscopicos obtidos da substancia Ss.s)-5
juntamente com os dados oriundos da literatura (OKOYE et al., 2013), permitiram

concluir que a substéncia Ss.s)-5 trata-se de um diterpeno do tipo caurano,

denominado &cido caurenoico, representado a seguir (Figura 18).

v ||| 8

18 19

Figura 18. Estrutura quimica do &acido caurenoico isolado das raizes tuberosas de S.

sonchifolius.

O espectro de RMN de 'H (Tabela 8; Figura 21) mostrou deslocamentos
quimicos (®) na regidao compreendida entre 0,83 e 2,66 ppm, relativo aos hidrogénios
metilénicos e metilicos de ciclo-alcanos, de dificil resolugdo em virtude da

sobreposicao dos sinais (Figura 19).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heptinstall%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1359053
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Figura 19. Expansdo do espectro de RMN de 'H de Ss(,.4-5 no deslocamento quimico de 0,6 a 3,0

ppm, presenca dos sinais de ciclo-alcanos.

Em continuidade, ressalta-se a presenca de dois simpletos em & 4,76 e em
4,82 ppm integrados para 1 hidrogénio cada, referentes aos hidrogénios olefinicos
H17 (Figura 20a). E ainda observa-se a presenca de dois simpletos: um em & 1,26
ppm e o outro em 0,97 ppm, integrados para 3 hidrogénios cada, correspondentes
aos hidrogénios metilicos H-18 e H-20, respectivamente (Figura 20b) (OKOYE et al.,
2013).
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Figura 20. Expansao do espectro de RMN de *H de Ss(2.4-5 no deslocamento de 4,40 a 5,20 ppm,
sinais de hidrogénios olefinicos (6 4,76 e 4,82 ppm) (a), e no deslocamento de 0,90 a 1,40 ppm,

sinais dos hidrogénios metilicos (6 1,26 ppm e 0,97 ppm) (b).

Em relac&do ao espectro de RMN de **C (Tabela 9; Figura 22), este nos revela
que o referido composto € constituido por 20 atomos de carbono, apresentando

grupos metilas (CH3), metilénicos (CH,), metinico (CH) e carbono quaternario (C).
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Além disso, observam-se dois sinais, um em & 155,8 e outro em & 103,0 que ao
serem comparados com os dados da literatura (OKOYE et al., 2013) mostram-se
compativeis com os carbonos olefinicos C16 e C17, respectivamente. Ja o carbono
carbonilico pode ser observado em & 185,0 ppm. O restante dos carbonos aparecem
na regido de 15,6 e 57,1 ppm, os quais correspondem aos carbonos C1 ao C15, C18
e C20.

Tabela 8. Dados de RMN de 'H (CDCls, 500MHz) de Ss(.4-5 e dados do &cido

caurenoico descritos na literatura.

OKOYE et al., 2013.

Observado
CDCl3, 500MHz
Posicao On (ppm) On (ppm)
1-15 0,83 - 2,66 0,82-2,61
17 4,76 e 4,82 s (1H) 4,72 e 4,78 s (1H)
18 1,26 s (3H) 1,22 s (3H)
20 0,97 s (3H) 0,93 s (3H)

Tabela 9. Dados de RMN de **C (CDCls, 125MHz) de Ss(.4-5 e dados do &cido

caurenoico descritos na literatura.

OKOYE et al., 2013.

Observado
CDClj3, 125MHz
Posicao Oc (ppm) Sc (ppm)
1 41,4 41,4
2 19,2 19,2
3 37,9 37,9
4 43,9 43,9
5 57,3 57,2
6 22,0 22,0
7 40,8 40,9
8 44,0 44,0
9 55,2 55,2
10 39,8 39,8
11 18,6 18,6
12 33,2 33,9
13 43,9 43,9
14 39,8 39,9
15 49,0 48,4
16 155,9 156,1
17 103,2 103,2
18 29,1 29,1
19 185,1 184,9

20 15,7 15,7




72

e,

[ H H HH H HHH H HHHH H
1,00 1,0 1,22222 @80 3,11,10@01,0

LI N B B I O Y I I ) O Y O N I I O B I B O I B B Y B |
B.S B 5.5 5 45 4 35 3 25 2 1,5 1 05 o]

2

Figura 21. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500MHz) de Ss(,.4)-5 identificada como acido caurenoico.
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Figura 22. Espectro de RMN de Bc (CDCl3, 125MHz) de Ss(,.4-5 identificada como acido caurenoico.



74

5.2.2. Substancia TpFa.5-15

A comparacgdo dos dados espectroscopicos obtidos da substancia TpFa.s5-15
com os dados oriundos da literatura (TIUMAN et al., 2005), permitem concluir que a
substancia TpF@s5)-15 trata-se de uma lactona sesquiterpénica, conhecida como
partenolido, representado a seguir (Figura 23).

1

13

own

@)

Figura 23. Estrutura quimica do partenolido isolado das partes aéreas de T.parthenium.

No espectro de RMN de 'H (Tabela 10; Figura 27) sdo observados sinais em
5,23; 5,64 e 6,34 ppm, correspondentes aos hidrogénios vinilicos (H-1 e H-13), os
quais sao tipicos de lactonas sesquiterpénicas (Figura 24) (PAVIA ET AL., 2010).

40

20

Figura 24. Expanséo do espectro de RMN de 'H de TpF5-15 no deslocamento de 5,0 a 6,7 ppm,

presenca dos sinais dos hidrogénios vinilicos.

Os sinais dos hidrogénios oximetinicos (H5 e H6) sdo observados em & 2,80
ppm como um dupleto e em & 3,88 ppm, como um tripleto, integrados para um
hidrogénio cada (Figura 25). E ainda ressalta-se a presenca de dois simpletos, em &
1,74 e 1,33 ppm, integrados para 3 hidrogénios cada, correspondentes aos grupos
metilas H-14 e H-15, respectivamente (Figura 26).
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Figura 25. Expansdo do espectro de RMN de 'H de TpF-5-15 no deloscamento de 2,7 a 4,0 ppm,

presenca dos sinais dos hidrogénios oximetinicos (6 2,80 e 3,88 ppm).

Figura 26. Expanséao do espectro de RMN de 'H de TpF5-15 no deslocamento de 1,3 a 1,8 ppm,

presenca dos sinais dos hidrogénios metilicos (6 1,74 e 1,33 ppm).

Em relacdo ao espectro de RMN de *3C (Tabela 11; Figura 28), podemos
concluir que a substancia TpFu.s-15 apresenta 15 atomos de carbono, sendo 4
carbonos quaternarios, 4 carbonos metinicos, 5 carbonos metilénicos e 2 carbonos
metilicos.

Os sinais em & 125,3; 134,6; 139,2 e 121,2 ppm foram atribuidos aos
carbonos olefinicos C11 e C13, C1 e C10, respectivamente. E o carbono carbonilico
pode ser observado em & 169,2 ppm. Além disso, observam-se sinais em & 61,5 e
66,4 ppm, que ao serem comparados com os dados da literatura (TIUMAN et al.,
2005) mostram-se compativeis com os carbonos do grupamento epoxido C-4 e C-5,

respectivamente.
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H (CDClz, 500MHz) de TpFus-15 e dados do
partenolido descritos na literatura.

TIUMAN et al., 2005.

Observado
CDCl3, 500MHz
Posicao On (ppm) On (ppm)
1 5,23 d (1H), J=12,0Hz 5,21 dd (1H), J=2,7; 12,0 Hz

1,20 - 1,28 m (1H)
1,70 - 1,77 m (1H)
2,3,7,8,9 1,27; 2,19; 2,38 m (9H) 2,11 - 2,21 m (4H)
2,32 - 2,49 m (2H)
2,74 - 2,82 m (1H)

5 2,80 d (1H), J=8,8Hz 2,79 d (1H), J=9,0 Hz

6 3,88 t (1H), J=8,4 Hz 3,86 t (1H), J=8,4 Hz

13 5,64 d (1H), J=3,0 Hz 5,62 d (1H) HB, J=3,0 Hz
6,34 d (1H), J=3,6 Hz 6,34 d (1H) Ha, J=3,6 Hz

14 1,74 s (3H) 1,72's (3H)

15 1,33 s (3H) 1,31 s (3H)

Tabela 11. Dados de RMN de **C (CDCl;, 125MHz) de TpF@s5)-15 e dados do
partenolido descritos na literatura.

TIUMAN et al., 2005.

Observado
CDClj3, 125MHz
Posicao Oc (ppm) Sc (ppm)
1 125,3 125,3
2 24,1 24,1
3 36,3 36,3
4 61,5 61,5
5 66,4 66,4
6 82,4 82,4
7 47,7 47,7
8 30,6 30,6
9 41,2 41,2
10 134,6 134,6
11 139,2 139,2
12 169,2 169,3
13 121,2 121,3
14 16,9 16,9

15 17,3 17,3
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 500MHz) de TpF.5-15 identificada como partenolido.
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Figura 28. Espectro de RMN de 3¢ (CDCl3, 125MHz) de TpF.5-15 identificada como partenolido.
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5.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
DETECTOR DE ARRANJO DE FOTODIODO (CLAE-DAD)

5.3.1. Smallanthus sonchifolius e acido caurenoico

A analise por CLAE-DAD do extrato bruto cloroférmico das raizes tuberosas
de Smalanthus sonchifolius detectou a presenca do &acido caurenoico e diversas
outras substancias (Figura 29). Diversos estudos investigaram a constituicao
quimica das raizes tuberosas de S. sonchifolius demostrando a presenca de
compostos fendlicos, como &cido clorogénico, &cido cafeico e &cido ferdlico,
flavonoides e terpenos como o acido caurenoico (LACHMAN et al., 2007;
SIMONOVISKA et al., 2003).
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Figura 29. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato bruto

0.00H

cloroférmico das raizes tuberosas de S. sonchifolius. Injecdo de 50 puL do Ss em coluna C18; 4,6 x
250 mm; 5 um. Fase moével: HsPO, 0,5% em &gua (A) e acetonitrila (B), variando de 60 a 100% de B

(0 - 30 min), mantendo os 100% até 40 min, fluxo de fase a 1 mL/min, A =200 nm.

Em relagdo ao acido caurenoico, muitos estudos também tém identificado e
isolado esse diterpeno das raizes tuberosas de S. sonchifolius (LACHMAN et al.,
2007; VALENTOVA, ULRICHOVA, 2003). A andlise qualitativa em CLAE-DAD do
acido caurenoico (Figura 30) revela o tempo de retencdo deste diterpeno de 28,61
min nas condi¢cdes aplicadas. Dessa forma, baseando-se no tempo de retencéo, a

sobreposicao dos cromatogramas obtidos nas mesmas condicbes cromatograficas
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do acido caurenoico e do extrato bruto cloroformico das raizes tuberosas de S.
sonchifolius é possivel observar a presenca deste diterpeno no extrato do qual foi

isolado (Figura 31). Esse diterpeno foi obtido com grau de pureza de 99%.
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Figura 30. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia do &cido caurenoico
utilizando-se A = 200 nm. Inje¢&o de 15 pL em coluna C18; 4,6 x 250 mm; 5 um. Fase movel: HsPO,

0,5% em &gua (A) e acetonitrila (B), variando de 60 a 100% de B (0 - 30 min), mantendo os 100% até
40 min, fluxo de fase a 1 mL/min, A = 200 nm.
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Figura 31. Sobreposicao dos cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia do
extrato bruto cloroférmico das raizes tuberosas de S. sonchifolius e do acido caurenoico. O pico em
28,61 min representa o 4cido caurenoico.

5.3.2. Tanacetum parthenium e partenolido

Na andlise qualitativa por CLAE-DAD do extrato bruto hidroalcodlico filtrado

das partes aéreas de Tanacetum parthenium (Figura 32) pode-se observar a
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presenca de diversas substancias, as quais também ndo podem ter a classe quimica
inferida apenas com o espectro de UV. Porém, estudos anteriores revelam que as
partes aéreas de T. parthenium ¢é constituida por O6leos volateis, esterois,

flavonoides, taninos e lactonas sesquiterpénicas (KAPLAN et al., 2002).
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Figura 32. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato bruto
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hidroalcodlico filtrado das partes aéreas de T. parthenium. . Inje¢do de 50 pL do TpF em coluna C18;
4,6 x 250 mm; 5 um. Fase movel: HsPO, 0,5% em 4gua (A) e acetonitrila (B), variando de 40 a 100%
de B (0 - 30 min), fluxo de fase a 1 mL/min, A =200 nm.

Segundo Majdi e colaboradores (2011), o partenolido € o principal composto
de T. parthenium dentre as lactonas sesquiterpénicas. A partir da analise em CLAE-
DAD observa-se o partenolido, nas condi¢cdes aplicadas, no tempo de retencéo
14,99 min (Figura 33). Assim, a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas
mesmas condigbes cromatograficas nos permitem observar a presenca do
partenolido no extrato bruto hidroalcodlico das partes aéreas de T. parthenium

(Figura 34). O partenolido foi obtido com 97% de pureza.
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Figura 33. Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia do partenolido utilizando-
se A = 200 nm. Injecédo de 15 pL em coluna C18; 4,6 x 250 mm; 5 pm. Fase moével: H3PO, 0,5% em

agua (A) e acetonitrila (B), variando de 40 a 100% de B (0 - 30 min), fluxo de fase a 1 mL/min, fluxo
de fase a 1 mL/min, A = 200 nm.

0.20

0.00

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 2.00
Minutos

Figura 34. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia do

30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00

extrato bruto hidroalcodlico filtrado das partes aéreas de T. parthenium e do partenolido. O pico em
14,99 min representa o partenolido.

5.4. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR in vitro DO ACIDO
CAURENOICO E PARTENOLIDO SOBRE MACROFAGOS PERITONEAIS

O experimento com MTT foi primeiramente proposto por Mosmann (1983)
para avaliacdo da sobrevivéncia e proliferacdo de células de mamiferos, uma vez
que a coloracéo, obtida através da formacéo de cristais de formazan s6 € possivel
através das mitocondrias de células vivas e viaveis. Dessa forma, no presente

trabalho, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-
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[4,5-brometo-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio, o qual é convertido em sal de
formazan pelas células vivas, formando uma coloragéo azulada.

Nas concentracfes de 25, 50 e 100 uM, o acido caurenoico apresentou 90, 97
e 83% de viabilidade celular. Porém, na maior concentracdo avaliada de acido
caurenoico, 200 pM, observou-se uma baixa viabilidade celular (média de 5,88%)
(Figura 35a). Corroborando com o0s nossos resultados, estudos anteriores
demonstram que o acido caurenoico nao apresenta toxicidade em diversos tipos
celulares em diferentes concentracdes. No trabalho de Lyu e colaboradores (2011) o
acido caurenoico foi testado sobre células HEK 293, ja Choi e colaboradores (2011)
testaram esse diterpeno sobre macréfagos RAW 264,7. Em ambos estudos, assim
como no presente trabalho, ndo foi observado nenhum efeito citotéxico significativo
do acido caurenoico até a concentracdo de 100 uM.

Além do acido caurenoico, o partenolido também foi avaliado em relacdo a
toxicidade sobre macrofagos peritoneais. Neste caso, nenhum efeito citotoxico
significativo foi observado em quaisquer das concentracfes avaliadas (Figura 35b).
Semelhante aos nossos resultados, Kim e colaboradores (2013) demonstraram a
baixa citotoxicidade do partenolido até a concentragdo de 20 uM sobre a linhagem
celular de cancer colorretal humano, SW620. Neste tipo celular o partenolido
apresentou citotoxicidade a partir de 30 uM. No trabalho de Walshe-Roussel e
colaboradores (2013) observou-se efeitos citotdoxicos somente na concentracdo de
40 uM de partenolido sobre monécitos THP-1.

Dessa forma, estas substancias puderam ser avaliadas seguramente sobre a
determinacdo de mediadores quimicos em células oriundas de camundongos
C57BI/6-EAE induzidos sem causar danos a tais células nas concentracdes nao

citotdxicas.
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Figura 35. Viabilidade celular de macréfagos peritoneais em contato com acido caurenoico (a) e
partenolido (b) em diferentes concentracdes. Os resultados foram analisados pelo programa
GraphPad Prism 5®, expressos como média = desvio padrao da média (SEM).
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5.5. INDUCAO DA EAE

No experimento realizado, nenhum animal do grupo controle negativo
apresentou qualquer sinal clinico neurolégico da EAE. Ja no grupo de camundongos
induzidos com a EAE observou-se, a partir do 10° dia da inducdo da EAE,
manifestacfes dos sintomas da doenca. Inicialmente esses animais apresentaram
perda do tbnus da cauda (escore 1), seguidos da paralisia parcial dos membros
posteriores (escore 2).

Semelhantemente aos nossos resultados, no estudo conduzido por Fontes e
colaboradores (2014), no qual utilizou-se o mesmo modelo experimental, observou-
se que nenhum animal do grupo controle negativo apresentou qualquer sinal clinico
de deficiéncia neuroldgica. Ja nos grupos com inducdo da EAE pode-se observar
sinais que progrediam de forma ascendente, no qual os animais apresentavam
perda do ténus da cauda, paralisia parcial dos membros posteriores, paralisia severa
dos membros posteriores, tetraplegia.

Em torno do 21° dia de inducdo da EAE alguns animais apresentaram
melhoras clinicas espontaneas, dessa forma os animais foram sacrificados no 22°

dia a fim de dosar os mediadores quimicos.

5.6. AVALIACAO DO EFEITO DO ACIDO CAURENOICO E PARTENOLIDO
SOBRE OS NIVEIS DE MEDIADOES EM SOBRENADANTE DE ESPLENOCITOS
DOS CAMUNDONGOS C57BI/6-EAE INDUZIDOS
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5.6.1 Producéo de 6xido nitrico

ApOs a eutanasia, 0s animais tiveram a retirada do exudato peritoneal para a
realizacdo da determinacdo de NO. A producdo deste mediador revela que 0s
animais pertencentes ao grupo controle negativo apresentaram baixos niveis de NO
(13,24 uM), enquanto no grupo controle positivo essa producao foi superior a 32 pM
(p<0,001) (Figura 36).

Nos grupos com células tratadas, observa-se um efeito inibitério
desempenhado pelas duas substancias ensaiadas. Com relagdo ao grupo de células
que receberam &acido caurenoico, este foi capaz de inibir a producdo de NO nas
duas maiores concentracfes (50 e 100 uM), apresentando 34 e 67% de inibicao,
respectivamente (Figura 36a) (Tabela 12), resultados significativamente diferentes
do grupo controle positivo (p<0,001). Corroborando com os resultados encontrados,
Choi e colaboradores (2011) demonstraram que o &cido caurenoico foi capaz de
inibir a producdo de NO, em macrofagos RAW 264,7 estimulados por LPS, nestas
mesmas concentracoes.

Ja o partenolido apresentou reducéo da producdo de NO na concentracdo de
1 uM e inibicdo desta producdo nas concentracoes de 5 e 20 puM, sendo os valores
encontrados de, aproximadamente, 17, 53 e 87% de inibicdo, respectivamente
(Figura 36b) (Tabela 12). Nas duas maiores concentracdes de partenolido, 0s niveis
de NO encontrados foram diferente significativamente do grupo controle positivo
(p<0,001). Esses resultados evidenciam que o partenolido apresentou uma
tendéncia de resposta concentracdo dependente. Além disso, observa-se que na
maior concentragéo de partenolido avaliada, a produgéo de NO foi menor (4 uM) que
a encontrada nos animais sadios (13,24 uM) (p<0,001) (Figura 36b). No trabalho de
Fiebich e colaboradores (2002) o partenolido inibiu a producdo de NO em
concentracdes ainda menores, abaixo de 4 uM, em células da microglia estimuladas
por LPS.

Como descrito anteriormente, sabe-se que os macréfagos desempenham
importante papel na patologia da EM. Estudos mostram que infiltrados inflamatorios,
em lesdes decorrentes da EM, apresentam grandes quantidades de macroéfagos, os
quais estdo envolvidos em mecanismos que conduzem a desmielinizacdo e lesédo
axonal. Estes processos sao resultantes de uma infinidade de substancias

neurotdxicas que os macrofagos sédo capazes de secretar, como metaloproteinases
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de matriz, espécies reativas de oxigénio e oOxido nitrico (NEWMAN et al., 2001;
HEPPNER et al., 2005).

No modelo de EAE, tem sido demonstrado que a diminuicdo dos infiltrados de
macrofagos reduz tanto os sinais clinicos da EM quanto as lesfes axonais. Allfem
disso, estudos sugerem ligacdo direta entre o0 aumento da atividade de macréfagos e
0 curso agravado da doenca (HEPPNER et al., 2005).
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Figura 36. Producdo de NO em cultura de células peritoneais de camundongos C57BI/6 EAE-
induzidos, incubados com acido caurenoico (a) ou partenolido (b). Os resultados foram analisados
pelo programa GraphPad Prism 5®, expressos como média + desvio padrdo da média (SEM).
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¢ p<0,001 EAE

5.6.2 Fator de necrose tumoral-alfa

Apols a eutanasia, os animais tiveram a retirada do baco para a quantificacao
de algumas citocinas, dentre elas o TNF-a. Como demonstrado, observou-se
diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle negativo (178 pg/mL) e
0 grupo positivo (637 pg/mL) (p<0,001) (Figura 37).

Nos grupos com ceélulas tratadas, verificou-se que 0 acido caurenoico na
menor concentracdo (25 uM) ndo foi capaz de inibir a producdo de TNF-a (701
pg/mL), sendo esta proxima aos niveis encontrados no controle positivo (637
pg/mL), mostrando que a producdo maxima de TNF-a esta entre 600 e 700pg/mL.
Porém, nas duas maiores concentragcdes (50 e 100 uM) observa-se uma diminui¢ao

consideravel no nivel de TNF-a (380 e 259 pg/mL), comparando-se ao controle
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positivo (637 pg/mL) (p<0,001) (Figura 37a), apresentando 40 e 59% de inibicdo de
TNF-a, respectivamente (Tabela 12).

No trabalho de Diaz-Viciedo e colaboradores (2008), o acido caurenoico foi
capaz de promover 60% de reducdo de TNF-a numa concentracdo de 20 uM, em
macréfagos RAW 264,7 ativados por LPS. A reducdo promovida pelo &cido
caurenoico no presente trabalho foi de 40% na concentragao de 50 puM (Tabela 12).
Portanto, em ambos os estudos observa-se que 0 acido caurenoico apresentou
resultados promissores na interferéncia da producéo de TNF-a.

Considerando o partenolido, a producdo de TNF-a foi diferente
estatisticamente do controle negativo em todas as concentragcbes avaliadas
(p<0,001) (Figura 37b). Apesar disso, na maior concentracédo de partenolido (20 uM)
foi observado 34% de inibicdo da producdo de TNF-a em relacdo ao controle
positivo, (p<0,001) (Tabela 12). Em trabalhos anteriores, o partenolido apresentou
inibicdo da producdo de TNF-a em concentracdes menores. Por exemplo, no estudo
de Magni et al. (2012) e Uchi et al. (2002), o partenolido apresentou atividade a partir
de 5 pM, apresentando niveis de TNF-a proximos ao do controle negativo, em
células de microglia e mondcitos derivados de células dentriticas estimuladas por
LPS.
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Figura 37. Produgcédo de TNF-a em cultura de esplendcitos de camundongos C57BIl/6 EAE-induzidos,
incubados com &acido caurenoico (a) ou partenolido (b). Os resultados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism 5®, expressos como média + desvio padrédo da média (SEM).
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5.6.3 Interferon-gama
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Em relacédo aos niveis de IFN-y, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo controle negativo (384 pg/mL) e o grupo controle positivo
(943 pg/mL) (p<0,001) (Figura 38).

Nas células tratadas com acido caurenoico, pode-se observar diminuicao
gradual da producéo de IFN-y, mostrando uma tendéncia de resposta concentracéo
dependente, além de todas as concentracdes testadas apresentarem diferenca
significativa em relacdo ao controle positivo (p<0,001). Nas concentracdes de 25 e
50 uM houve diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (p<0,001), ja na
concentracdo de 100 uM, nenhuma diferenca estatistica foi observada (Figura 38a).
Dessa forma, pode-se inferir que o acido caurenoico, nas concentracfes de 25, 50 e
100 pM, diminuiu consideravelmente a producdo de IFN-y, sendo que na maior
concentracdo (100 uM) este foi capaz de inibir a producdo desta citocina (389
pg/mL) aproximando-a ao nivel basal (384 pg/mL). A reducéo da producéo de IFN-y,
pelo &cido caurenoico nas concentracdes de 25, 50 e 100 uM, foi de 22, 43 e 58%
de inibigdo, respectivamente (p<0,001) (Tabela 12). Alguns pesquisadores
demonstraram que diversos derivados do acido caurenoico inibem a producéo de
IFN-y por esplendcitos de camundongos BALB/c (HUESO-FALCON et al., 2011).

Semelhantemente ao acido caurenoico, o partenolido também foi capaz de
mostrar uma tendéncia na reducdo da producdo de IFN-y em todas as
concentracfes testadas. Porém, somente na concentracdo de 20 uM (585 pg/mL)
observou-se diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle positivo
(943 pg/mL) (p<0,001). Além disso, o nivel de IFN-y encontrado no controle negativo
foi de 384 pg/mL, enquanto que no grupo tratado com partenolido (20 uM) foi de 585
pg/mL (p<0,01) (Figura 38b). Corroborando com esses resultados, Li e
colaboradores (2006) demonstraram que o partenolido, na concentracdo de 48 uM,
foi capaz de diminuir a produgdo de IFN-y em macrofagos RAW 267,4 estimulados
por LPS.

Uma vez que o IFN-g esta relacionado a ativacdo de macrofagos,
diferenciacdo e manutencdo das células Thl e ambas as células tem importante
papel no processo de desmielinizagdo, sua reducdo pode levar a atenuacdo da
resposta no SNC. Além disso, o IFN-g € uma das principais citocinas responsaveis

pelas alteracdes provocadas na BHE durante o desenvolvimento da EAE, facilitando
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a entrada de diversas células no SNC (FLETCHER et al., 2010; MURTA-FERRARI
et al., 2013).
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Figura 38. Producdo de IFN-y em cultura de esplenécitos de camundongos C57BI/6 EAE-induzidos,
incubados com acido caurenoico (a) ou partenolido (b). Os resultados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism 5®, expressos como média + desvio padrdo da média (SEM).
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5.6.4 Interleucina 6

A IL-6 teve seus niveis elevados no grupo EAE (1361 pg/mL) quando
comparada ao grupo controle negativo (501 pg/mL) (p<0,001) (Figura 39). O acido
caurenoico foi capaz de reduzir essa produgcéo em todas as concentragdes avaliadas
com diferenca significativa em relacdo ao controle positivo (p<0,001), e com
tendéncia de resposta concentracdo dependente (Figura 39a).

Quando avaliado a 25 uM, o acido caurenoico foi capaz de inibir a produgéo
de IL-6 em 23%. Ja nas duas maiores concentracdes de acido caurenoico, 50 e 100
MM, a inibicdo da producdo de IL-6 foi de 52 e 59%, respectivamente, nao
apresentando nenhuma diferenga significativa do controle negativo (501 pg/mL)
(Figura 39a) (Tabela 12).

O partenolido também foi avaliado sobre a producgéo de IL-6 e assim como o
acido caurenoico, foi capaz de reduzir a producdo desta citocina nas trés
concentracfes avaliadas, aléem de apresentarem diferenca significativa do controle

positivo (p<0,001). Quando avaliado a 1 uM, o partenolido reduziu os niveis de IL-6
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para 1107 pg/mL, apresentando 18% de inibicdo. Ja em 5 e 20 uM, o partenolido
inibiu em 23 e 44% a producao de IL-6, respectivamente (Figura 39b) (Tabela 12).

No estudo conduzido por Magni e colaboradores (2012), o partenolido
também diminiu a producéo da IL-6, porém em células de microglia, apresentando
99% de reducdo numa concentracado de 5 pM. Outros trabalhos, utilizando modelos
in vivo, mostram que o partenolido € capaz de diminuir a expressao génica da IL-6
em orgaos como baco e figado (SMOLINSKI, PESTKA, 2005).
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Figura 39. Produgéo de IL-6 em cultura de esplendcitos de camundongos C57BIl/6 EAE-induzidos,
incubados com acido caurenoico (a) ou partenolido (b). Os resultados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism 5®, expressos como média + desvio padrdo da média (SEM).

a p<0,001 CN
b p<0,05CN
¢ p<0,001 EAE

5.6.5 Interleucina 17

Assim como os mediadores ja citados, o0s niveis de IL-17 também se
mostraram elevados em células do grupo EAE (1527 pg/mL) quando comparado ao
grupo controle negativo (559 pg/mL) (p<0,001) (Figura 40). Os efeitos do &cido
caurenoico sobre a reducao na producéo desta citocina diferiram significativamente
em relacdo ao grupo EAE (p<0,001) (Figura 40a).

Além disso, observa-se diminuicdo gradual da produgcdo de IL-17 com o
aumento da concentracdo de &cido caurenoico. Na concentracdo de 25 uM, os
niveis encontrados foram de 1302 pg/mL, enquanto nas concentraces de 50 e 100
MM, esses niveis foram reduzidos para 837 e 671 pg/mL, respectivamente. Dessa

forma, é possivel sugerir uma resposta concentracdo dependente (Figura 40a).
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Resultados semelhantes foram encontrados para o partenolido, nos quais
também observa-se diminuicdo gradual dos niveis de IL-17 com o aumento da
concentracdo desta lactona. Adicionalmente, verifica-se ainda que na maior
concentracdo, 20 UM, a reducéo da producao de IL-17 foi significativa (527 pg/mL),
apresentando niveis inferiores que o proprio controle negativo (559 pg/mL) (Figura
40b).
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Figura 40. Produgéo de IL-17 em cultura de esplendcitos de camundongos C57BI/6 EAE-induzidos,
incubados com acido caurenoico (a) ou partenolido (b). Os resultados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism 5®, expressos como média + desvio padrdo da média (SEM).

a p<0,001 CN
b p<0,001 EAE

A fim de facilitar o entendimento dos resultados, a tabela abaixo mostra a
porcentagem média de reducdo da producdo de NO e citocinas dos grupos de
células tratadas com acido caurenoico e partenolido em relacdo ao grupo controle
positivo (EAE).
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Tabela 12. Porcentagem de reducdo de NO e citocinas pelo acido caurenoico e
partenolido em comparagao ao grupo positivo (EAE).

NO TNF-a IFN-y IL-6 IL-17

Controle negativo 40,5% 28% 40,7% 36,8% 36,6%
Acido Caurenoico (UM)

25 - - 22,5% 23,2% 14,7%

50 34,5% 40,3% 43,5% 52,1% 45,2%

100 67,1% 59,3% 58,7% 59,8% 56,0%

Partenolido (uM)

1 17,8% - 5,5% 18,7% 5,1%

5 53,5% - 9,0% 23,6% 45,4%

20 87,8% 34,7% 38,0% 44 4% 65,4%

Como descrito anteriormente a EAE é uma doenca inflamatéria do SNC,
mediada por células TCD4*, e amplamente utilizada como modelo clinico
experimental para o estudo da EM. Neste modelo murino da EAE, com imunizag&o
de camundongos C57BI/6 pelo peptideo MOGsss5, as células T apresentam alta
reatividade a mielina, provocando lesdes inflamatérias e desmielinizantes. Na EM,
essas lesdes sdo provocadas, entre outros fatores, por linfécitos Thl e Thl7,
apresentando elevados niveis de IFN-y e ativacdo de macrofagos (com elevada
producdo de NO e H,0,), em contrapartida, a recuperagdo estd associada ao
aumento das citocinas Th2 e Treg no SNC (STEINMAN, 1996; STEINMAN et al.,
2005; BHOPALE et al., 2014).

A partir do conhecimento da imunopatologia da EM, muitos pesquisadores
tém se esforcado para encontrar alternativas terapéuticas para o tratamento da EM
(CHEN et al., 2010; DUTRA et al., 2012; FONTES et al.,, 2014). Atualmente, 0s
produtos naturais continuam sendo uma das principais fontes de substancias
biologicamente ativas que podem servir de protéripos para o desenvolvimento de
novos farmacos anti-inflamatérios e imunomoduladores (FONTES et al., 2014).

Nesse sentido, estudos anteriores tém reconhecido o acido caurenoico e 0
partenolido como substancias com habilidade de modular alguns importantes

marcadores inflamatérios, os quais estdo presentes na imunopatologia da EM
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(CARLISI et al., 2011; CHOI et al., 2011; MIZOKAMI et al., 2012; ZHAO et al., 2012).
Estes dados, portanto, nos encorajaram a investigar, pela primeira vez, os efeitos
imunomodulatérios in vitro do acido caurenoico e do partenolido sobre esplendcitos
de camundongos C57BI/6 EAE induzidos.

Para isso, avaliou-se a influéncia do &cido caurenoico e do partenolido sobre
a ativacdo de macroéfagos, pelo doseamento do NO, seus efeitos sobre as respostas
Thl (por meio do doseamento de IFN-y e TNF-a) e a resposta Thl7 (pela
determinacao de IL-6 e IL-17).

Em relacdo ao acido caurenoico, pode-se observar atividade sobre todos os
mediadores avaliados, sendo que em alguns mediadores esta atividade foi
expressiva somente nas maiores concentragoes.

Avaliando-se inicialmente a ativacdo de macréfagos, pode-se observar que o
acido caurenoico foi capaz de reduzir a producdo de NO nas duas maiores
concentracbes. Sendo que na concentracdo de 100 pM foi capaz de reduzir
significativamente a producdo de NO. Sabe-se que o NO é um dos responsaveis
pelo dano a bainha de mielina em EM e EAE. Além disso, NO possui propriedades
citotoxicas e citostaticas e é produzido em grande quantidade pelos macréfagos e
outras células do sistema imune (FONTES et al., 2014).

A esse respeito, estudos anteriores mostram que 0 &cido caurenoico age
como inibidor da producdo de mediadores quimicos, tais como prostaglandinas E2,
oxido nitrico, e as enzimas 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e cicloxigenase tipo
2 (COX-2) de linhagens de macréfagos RAW 264,7 ativados por LPS (CHOI et al.,
2011). Corroborando com nossos resultados, Choi e pesquisadores (2011)
verificaram significativa diminuicdo da producdo de NO pelo acido caurenoico nas
concentracdes de 50 e 100 uM. No trabalho de Lim e colaboradores (2009) também
foi observado uma diminuigdo da producdo de NO na presenca de 50 uM de acido
caurenoico, no mesmo tipo celular. Ja no trabalho de Diaz-Viciedo e colaboradores
(2008), o acido caurenoico apresentou diminuicdo da producdo de NO em
macréfagos RAW 264,7 ativados por LPS em concentragBes menores (1 a 20 uM).

Observa-se ainda, efeito sobre a resposta Thl, na qual o acido caurenoico foi
capaz de diminuir consideravelmente a producdo de IFN-y nas trés concentracdes
avaliadas. Semelhantemente ao observado para o NO, o acido caurenoico na maior

concentracdo foi capaz de reduzir a producdo de IFN-y a valores prOximos aos
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encontrados no controle negativo. Além disso, nas duas maiores concentracdes de
acido caurenoico a producdo de TNF-a foi reduzida consideravelmente.

As citocinas apresentam um papel essencial no estabelecimento e
manutencdo de desordens autoimunes, como na EM e EAE. Os linfocitos T séo
caracterizados pela producdo de IFN-y, citocina envolvida tanto na ativacdo de
macréfagos como na diferenciacéo de células TCD4" em células Thi. Similarmente
ao IFN-y, a citocina TNF-a esta presente nas respostas Th1 e Th17, a qual
desempenha um papel central na EM e EAE (CORREA et al., 2010; DUTRA et al.,
2012; FLETCHER et al., 2010).

Em relacdo a resposta Thl7, verifica-se expressiva atividade do &cido
caurenoico sobre as citocinas IL-6 e IL17. O acido caurenoico foi capaz de reduzir a
producéo de IL-6 e IL-17 em todas as concentracdes avaliadas, sendo que na maior
concentragdo também reduziu os valores destas citocinas aproximando aos valores
encontrados no controle negativo.

Células Thl7, recentemente identificado como um subconjunto distinto de
células TCD4", sdo capazes de mediar a patologia da EAE. Outra evidéncia
demonstra que a neutralizagdo de IL-17 ou inibicdo de células Th17 leva a melhora
da EAE. Além da IL-17, outra citocina envolvida na resposta Thl7 é a IL-6,
conhecida por participar da inflamacédo e patologia da EAE. Sua acdo pode ser
diretamente através da ativacdo da microglia e astrocitos ou indiretamente, em
conjunto com o TGF-3, através da promogéao da diferenciagédo e expansao de células
Th17 (YANG et al., 2008; ALVES et al., 2012). Dessa forma, no presente trabalho foi
demonstrado que o acido caurenoico diminuiu os niveis de IL-6, 0s quais podem ter
afetado a producao de IL-17.

Estudos anteriores também demonstram a atividade do acido caurenoico
sobre algumas das citocinas avaliadas no presente trabalho. No estudo de Diaz-
Viciedo e colaboradores (2008) observam-se que 0 &acido caurenoico, nas
concentracbes de 1 a 20 puM, apresentou diminuicdo consideravel da producéo de
TNF-a em macrofagos RAW 264,7 ativados por LPS. Além disso, Hueso-Falcon e
colaboradores (2011) verificaram inibicdo da producao das citocinas IL-1, IL-6, TNF-
a e IFN-y por macrofagos RAW 264,7 ativados por LPS na presenca do acido

caurenoico.
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Outros trabalhos também demonstram efeito in vivo do acido caurenoico. No
trabalho de Mizokami e colaboradores (2012) o &cido caurenoico (10mg/kg, via oral)
diminuiu a producdo de TNF-a e IL1B no modelo de inflamagdo aguda por
carragenina em camundongos machos Swiss (MIZOKAMI et al., 2012).

O 4&cido caurenoico também apresentou atividade em outros modelos
inflamatoérios, como na colite induzida em ratos Lewis. Nos experimentos conduzidos
por Paiva e colaboradores (2002), o é&cido caurenoico (50 e 100 mg/Kg/dia)
promoveu melhora clinica e diminuicdo de infiltrado inflamatério bem como
diminuicdo de edemas na submucosa no segmento do colon dos animais com a
colite (PAIVA et al., 2002).

Diante da expressiva atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo
desempenhada pelo &cido caurenoico, muitos pesquisadores tém se esforcado para
tentar elucidar o mecanismo de acdo dessa substancia.

No estudo conduzido por Choi e colaboradores (2011) verificou-se que o
acido caurenoico foi capaz de inibir a ativacdo do fator de transcricdo NFkB, o qual
desempenha papel crucial nas respostas inflamatérias e imune. Este fator de
transcricdo esta presente no citoplasma, ligado a proteina inibitéria IkB em células
ndo estimuladas. Quando as células sdo expostas aos estimulantes, IkB é
fosforilada pelo complexo IkB quinase (IKK) e libera o NFkB, resultando na
translocacao deste para o nucleo, onde se ligara aos promotores de mediadores pro-
inflamatorios, induzindo a expresséao génica de algumas citocinas, como IL-1j3, IL-6,
TNF-a, COX-2, INOS (CHOI et al.,, 2011). Outros trabalhos também relatam que
diterpenos do tipo caurano tém demonstrado atividade anti-inflamatoria através da
inibicdo da ativagdo do fator de transcricdo NFkB, em que tal inibicdo ocorre através
de um mecanismo que envolve a diminuicdo da atividade de IKK (CASTRILLO et al.,
2001; AQUILA et al., 2009).

Ao contrario dos trabalhos supracitados, outros estudos mostram que o acido
caurenoico néo inibe a ativacdo do fator de transcricdo NFkB (LYU et al., 2011).
Neste caso, este grupo de pesquisadores exploram outro mecanismo de acao pelo
qual o &cido caurenoico regula a inflamacéo, sugerindo uma acéo através do gene
Nrf2 (fator nuclear eritroide-relacionado ao fator 2), o qual tem um papel importante

na melhora da inflamacéo (LYU et al., 2011).
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Dessa forma, apesar destes estudos sobre os possiveis efeitos do acido
caurenoico sobre as vias inflamatorias, seu mecanismo de acdo ainda n&o foi
totalmente esclarecido.

Além dos promissores resultados encontrados para o acido caurenoico no
presente trabalho, o partenolido também foi avaliado a respeito dos seus efeitos
sobre os mesmos mediadores quimicos envolvidos na imunopatologia da EAE.

Em relacdo a producédo de NO, pode-se observar que o partenolido foi capaz,
em concentracdo dependente, de inibir a producdo de NO nas trés concentracfes
avaliadas. Além disso, o partenolido, na maior concentracdo, reduziu os niveis de
NO abaixo do encontrado no grupo de animais sadios.

Como descrito anteriormente, o NO esta implicado na patogénese da EAE, e
ja se tém relatos na literatura comprovando a atividade do partenolido sobre este
mediador (FIEBICH et al., 2002). Nestes estudos o partenolido inibiu a producéo de
NO em concentracdes abaixo de 4 uM, em células da microglia estimuladas por LPS
e seu mecanismo de ac¢ao, para tal atividade, esta relacionado a inibicdo da ativacéo
da proteina quinase ativada por mitogeno p42/44, a qual faz parte da via de
transducédo que conduz a expressao de iNOS (FIEBICH et al., 2002).

Também foi observado em nosso trabalho que a producgéo de IFN-y, IL-6 e IL-
17 foi consideravelmente reduzida apdés tratamento in vitro com partenolido em todas
as concentracdes avaliadas. Além disso, observa-se uma resposta concentracao
dependente para estas trés citocinas. Esses resultados nos permitem sugerir uma
atividade do partenolido sobre as respostas Thl e Thl7.

Estudos anteriores também relatam a atividade do partenolido sobre estas
citocinas. No estudo conduzido por Li e colaboradores (2006) demonstrou-se que 0
partenolido, na concentracdo de 48 uM, foi capaz de diminuir a producéo de IFN-y e
IL-6 em macrofagos RAW 267,4 estimulados por LPS. Ja no estudo mais recente,
Ku, Lin (2013) demonstraram que o partenolido apresentou diminuigdo dos niveis de
IFN-y em concentrac6es menores (0,01 e 0,1 uM) em esplendcitos de camundongos
BALB/c estimulados por LPS.

Investigacbes em modelos inflamatorios in vivo também tém sido realizadas.
No trabalho de Smolinski, Pestka (2005), camundongos B6C3F1 foram tratados

intraperitonealmente durante 90 minutos com partenolido (5mg/kg) e LPS (1 mg/kg).
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A seguir realizou-se a dosagem sérica de IL-6, observando-se uma reducédo de 35%
de IL-6 comparando ao grupo tratado somente com LPS.

A diferenciacao e funcao de células Thl e Th1l7 é regulada por meio de uma
rede complexa de citocinas e fatores de transcricdo. A via JAK/STAT € uma das
principais vias de sinalizacdo que regula a diferenciacdo celular Thl e Thl7.
Especificamente, STAT1 e STAT4 sdo membros importantes da familia JAK/STAT
envolvidos na diferenciacédo da resposta Thl. Em contraste, STAT3 € uma molécula
chave na sinalizacdo da resposta Th17, sendo ativada pela IL-6 e IL-23, induzindo a
transcricao de IL-17 (QIN et al., 2010). Relatos anteriores indicam uma forte inibigéo
do partenolido sobre o fator de transcricdo STAT3, podendo ser uma importante via
de inibicdo da producéo de IL-17, a qual esta diretamente implicada na patogénese
da EAE (CARLISI et al., 2011; SKOUMAL et al., 2011).

Além desse provavel mecanismo de acao, muitos pesquisadores tém relatado
que a atividade anti-inflamatéria desempenhada pelo partenolido ocorre também
através da inibicdo do fator de transcricdo NF-kB (HEHNER et al., 1999; GARCIA-
PINERES et al., 2004; KWOK et al., 2001). Alguns trabalhos sugerem uma
alquilagdo de um residuo de cisteina p65 na subunidade NF-kB, o qual é necessario
para a ligacdo com o DNA, impedindo, dessa forma, a ativagcdo do fator de
transcricdo (GARCIA-PINERES et al.,, 2004). Outros, porém, afirmam que a
alquilacao ocorre com um residuo de cisteina da alga de ativagao da IkB quinase,
impedindo assim a fosforilagcdo e degradacado de IkB, um passo necessario para a
ativacdo de NF-kpB (HEHNER et al., 1999).

Outros estudos sugerem que o0 grupamento epoxido e o anel a-metileno y-
lactona do partenolido sdo os responsaveis por interagirem com diversos alvos
bioldgicos (LIU et al., 2014). Know e colaboradores (2001) evidenciaram que a
atividade anti-inflamatéria do partenolido tanto in vitro como in vivo &€ mediada
através do anel a-metileno-y-lactona. Estes pesquisadores demonstraram que a
transformacédo desse grupo funcional, acarretou na perda da capacidade de ligacéo
ao IkB quinase, facilitando assim a ativacao do fator de transcricdo NF-k3 (KNOW et
al., 2001).

Resumidamente, foi demonstrado que o &cido caurenoico apresentou
resultados expressivos nas respostas Thl, Thl7 e atividade de macréfagos,

principalmente nas duas maiores concentracdes avaliadas. Visto que diminui
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consideravelmente, nestas concentracdes, a producdo de NO, TNF-a, IFN-y, IL-6 e
IL-17. Semelhantemente, o partenolido também agiu nas respostas Thl e Thl7,
porém somente na maior concentracdo avaliada para o TNF-a, IFN-y e IL-6, e nas
duas maiores concentracbes para a IL-17. Além disso, o partenolido diminuiu
consideravelmente a producdo de NO, de forma mais expressiva que o observado

para acido caurenoico.
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6. CONCLUSAO

Os extratos brutos das raizes de S. sonchifolius e das partes aéreas de T.
parthenium foram produzidos e, a partir dos mesmos, foram isolados e purificados,
respectivamente, o &cido caurenoico e o partenolido.

O &cido caurenoico e o partenolido foram avaliados, pela primeira vez, em
ensaios imunomodulatorios in vitro frente a esplendécitos de camundongos C57BI/6-
EAE induzidos.

A andlise dos dados obtidos permitem concluir que estas substancias foram
capazes de modular tanto a resposta Thl quanto a Th1l7 in vitro, uma vez que
reduziram a producdo das citocinas TNF-a, IFN--y, IL-6 e IL-17, bem como a
producdo de 6xido nitrico.

Os resultados apresentados neste estudo revelam efeitos promissores tanto
do acido caurenoico quanto do partenolido frente a doencas inflamatérias,
especialmente para a EAE.

Estudos adicionais devem ser realizados a fim de conhecer a atividade
imunomodulatéria destas substancias em modelos in vivo de EAE, assim como

investigar seus possiveis mecanismos de acao.
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