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RESUMO

O Brasil possui cerca de 8.000 quilometros de costa litoranea, a segunda maior do
mundo depois da Australia. Apesar do territério maritimo brasileiro apresentar 3,6 milhdes de
quilémetros quadrados de extenséo, as pesquisas relacionadas ao levantamento de potenciais
recursos brasileiros obtidos a partir de espécies marinhas ainda sdo incipientes. O interesse de
empresas farmacéuticas por compostos isolados de microrganismos vem crescendo
lentamente devido as dificuldades até entdo encontradas para o isolamento e cultivo dos
mesmos. No entanto, com o avango destas técnicas, recentes estudos demonstram que
compostos isolados de microrganismos marinhos representam uma rica e ainda pouco
explorada fonte de novos compostos bioativos (estima-se que apenas 1% dos microrganismos
marinhos foram cultivados e identificados). Recentes estudos que apontam para o potencial
farmacoldgico de compostos isolados de microrganismos nos instigaram a busca de novos
farmacos com potencial imunoestimulador ndo apenas a partir de invertebrados, mas também
de microrganismos marinhos e seus metabdlitos secundarios bioativos.

Neste trabalho, apés avaliagdo do potencial imunomodulador de extratos brutos
derivados de microrganismos marinhos, obteve-se a substancia pura Pirenocine A, isolada do
fungo Penicillium paxilli, que mostrou-se promissora devido sua capacidade de diminuir a
producdo de oxido nitrico e citocinas pré-inflamatorias em macréfagos estimulados com LPS

tanto no protocolo profilatico quanto terapéutico.

Palavras-chave: microrganismos marinhos, anti-inflamatério, macréfagos, 6xido nitrico,

citocinas.
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1. INTRODUCAO

Muitos séo os estimulos capazes de alterar o metabolismo e a homeostase imunolégica
do hospedeiro induzindo respostas imunes que promovem a inflamagéo e, portanto, resultam
em sintomas como dor, calor, rubor e inchaco. Essa fungdo protetora, quando em cascata,
pode levar ao desenvolvimento de doengas como asma cronica, artrite reumatoide, esclerose
multipla, doenca inflamatéria do intestino, psoriase, entre outras. Além disso, estudos
epidemioldgicos identificaram a inflamag&o croénica como principal fator de risco para varios
tipos de cancer. Medicamentos anti-inflamatorios utilizados na clinica apresentam muitos
efeitos adversos e agentes biologicos sdo um tratamento de alto custo. Assim, a descoberta de
novos farmacos a partir de produtos naturais representa uma alternativa bastante interessante

(Gautam & Jachak, 2009).

Os avancos tecnologicos tém auxiliado a purificacdo, isolamento, caracterizacéo
quimica e patente de um niimero muito significativo de moléculas, objetos de ensaios clinicos
com potencial a serem novos agentes terapéuticos (Newman & Cragg, 2004).

Programas de triagem de drogas contam com bioensaios que permitem identificar os
extratos ou derivados sintéticos com propriedades farmacologicamente relevantes (Andersen

& Williams, 2000).

O bidétopo marinho, que ocupa cerca de trés quartos da superficie da Terra, representa
fonte extremante rica e promissora de novos produtos naturais biologicamente ativos por
consistir em um conjunto diversificado de formas de vida que ocorre em habitats de extrema
variacdo de pressdo, temperatura, salinidade e luminosidade. A capacidade metabdlica e

fisiologica desenvolvida para sobrevivéncia nesses ambientes resulta na formacéo de produtos



8
naturais fascinantes e estruturalmente complexos, ndo observados a partir de microrganismos
terrestres, uma vez que esses habitats apresentam desafios fisiologicos e ecoldgicos distintos

(Fenical, 1993; Whitehead, 1999).

A vulnerabilidade dos recursos biol6gicos, que muitas vezes sdo escassos ou de dificil
obtencdo a partir de fontes naturais, pode representar um fator limitante para o avango das
pesquisas. No entanto, a sintese quimica é um recurso que possibilita sua obtencdo em maior
quantidade, embora a complexidade estrutural de muitas moléculas dificulte sua sintese.
Produtos naturais podem ser submetidos a modificacdo sintética servindo de modelo
farmacoforico para orientar a sintese de analogos estruturais simplificados, otimizando o
rendimento da sua sintese e suas propriedades farmacéuticas como diminuicdo da toxicidade
sem comprometimento da poténcia (Wender et al., 2008). A penicilina, metabdlito fangico
produzido pelo Penicillium notatum € um exemplo. A partir de sua estrutura quimica, apés
reconhecimento de seu grupamento farmacoforico B-lactamico (responsavel pela atividade
terapéutica), modificacdes estruturais potencializaram sua eficacia terapéutica, corrigindo sua

limitacdo na fase farmacocinética e ampliando seu espectro de acdo (Barreiro & Fraga, 2008).

Desde a descoberta da penicilina, milhares de isolados de Penicilllium sp estdo em
programas de bioprospeccdo e novos metabdlitos ativos continuam a ser descobertos a partir
desses fungos. Dentre a gama de potenciais terapéuticos descobertos estdo: atividade
antibacteriana (Li et al., 2003), antifangica (Trisuwan et al., 2009), quimiopreventiva (Gamal-

Eldeen et al., 2009), antidiabética e anti-inflamatoria (Lee et al., 2013).

O composto pirenocine A é um candidato terapéutico promissor encontrado em

diversas espécies de fungos como Alternaria sp. (Tal & Robeson, 1986), Penicillium
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waksmanii (Amagata et al., 1998), Curvularia inaequalis (Kim et al., 2000) e Penicillium
paxilli (Rukachaisirikul et al., 2007). Sparace et al. (1987) isolaram esse composto a partir de
Pyrenochaeta terrestris e demonstraram sua atividade antibidtica, sendo um agente biostatico
mais efetivo em bactérias gram-positivas. Hashida et al. (2010) obtiveram pirenocine A de
Paecilomyces sp. e demonstraram sua atividade in vitro anti-Trypanosoma brucei. Nilanonta
et al. (2003) relataram atividade antimalarica da pirenocine A isolada de Verticillium
hemipterigenum. Estudos também demonstraram sua atividade antifingica (Krohn et al.,
2008).

Nesse trabalho, investigou-se o potencial anti-inflamatorio da pirenocine A isolada do

fungo Penicillium paxilli.
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1. DESENVOLVIMENTO
2.1. Metodologia
2.1.1. Isolamento e obtencgéo de extratos
Os extratos isolados de microrganismos marinhos avaliados neste trabalho foram
produzidos no Instituto de Quimica de Sdo Carlos (IQSC), sob a coordenacdo do Prof. Dr.
Roberto Berlinck e avaliados através de testes in vitro quanto ao potencial anti-inflamatorio
no Laboratério de Imunologia da FCFAr sob coordenacdo da Profd. Dré Alexandra Ivo de

Medeiros.

2.1.2. Cultura celular

Em todos os experimentos in vitro foram utilizados macrofagos da linhagem RAW
264.7. As células foram cultivadas em garrafas de cultura, em meio DMEM contendo 10% de
soro bovino fetal (SBF). Para a realizacdo dos ensaios de avaliagdo da atividade citotoxica,
quantificacdo de nitrito e para a obtencdo do sobrenadante de cultura para posterior dosagem
de citocinas, os macrofagos foram plaqueados, em placa de 96 cavidades, numa concentragdo
de 5 x 10* células/poco em meio DMEM contendo 5% de SBF e mantidos em estufa

umidificada, a 37°C, 5% CO; , por 18 horas.

2.1.3. Diluicao dos extratos

Tanto os extratos quanto a substancia pura liofilizada foram ressuspensos em DMSO e
diluidos em DMEM-I (meio de cultura sem adicdo de SBF). Com relacdo aos extratos, foram
testadas concentracdes entre 50ug/mL e 1,56ug/mL, com diluicdo em base dois. Ja no que diz
respeito a substéncia pura, foram avaliadas concentracbes menores, entre 0,78ug/mL a

0,02ug/mL. Todos os extratos foram testados quanto ao potencial profilatico na atividade
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anti-inflamatoria, enquanto a substancia pura, pirenocine A, foi testada quanto ao potencial
profilatico e terapéutico.

Protocolo _profilatico: As células foram tratadas com o0s extratos/substancia pura em

diferentes concentragdes e incubadas por 90 minutos em estufa, a 37°C, 5% CO,. Ap0s esse
periodo foram estimuladas com LPS (1ug/mL) e novamente incubadas por um periodo de 18
horas.

Protocolo terapéutico: As células foram estimuladas com LPS (1pg/mL) e incubadas em

estufa, a 37°C, 5% CO,, por 90 minutos. Em seguida foram tratadas com a substancia pura em

diferentes concentragdes e novamente incubadas por 18 horas.

2.1.4. Quantificacdo de Nitrito

O &xido nitrico (NO) ¢ instavel sendo rapidamente oxidado em nitrito e nitrato. Assim,
sua quantificacdo foi determinada indiretamente atraves da dosagem de nitrito (NO;), um dos
produtos de degradacdo primaria estavel e ndo volatil, pela reacdo de Griess. Para isso, a
100puL do sobrenadante de cultura foram adicionados 100uL do reagente de Griess (cloridrato
de naftiletilenodiamino 0,1% e sulfanilamida 1% em H3PO, 5%). Para analise quantitativa,
adicionou-se a primeira linha da placa uma curva padrdo. Através de um leitor de
microplacas, foi determinada a densidade o6tica (filtro de 540nm ), sendo a quantidade de

nitrito das amostras correlacionada aos valores de absorbancia obtidos na curva padrao.

2.1.5. Atividade citotoxica
Para avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos utilizou-se o método
colorimétrico de citotoxicidade pelo brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol 2-il) -2,5-

difeniltetrazélio]-MTT (Mosmann, 1983).
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Apb6s o periodo de incubacdo com os extratos/substancia pura e remocdo do
sobrenadante de cultura para quantificagdo de nitrito, 160uL de DMEM sem vermelho de
fenol e 10puL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados aos pocos e a placa foi incubada em
estufa a 37°C, 5% CO,, por 3 horas. Apds esse periodo, foram acrescentados 50pL de solucdo
de dodecil sulfato de sodio (SDS) 20% - HCI 0,01 N por cavidade. A placa foi mantida por
uma noite a temperatura ambiente, protegida da luz. A avaliacdo da citotoxicidade foi medida

em espectrofotémetro, utilizando filtro de 595 nm.

2.1.6. Quantificacéo de citocinas

As citocinas TNF-a e IL-1 foram avaliadas em sobrenadantes de cultura pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA), conforme instru¢cbes do fabricante. A densidade oOtica das
amostras foi avaliada em leitor de microplacas (filtro de 490 nm) e a concentracdo das
citocinas foi calculada a partir de uma curva padrdo feita com a respectiva citocina

recombinante.

2.2 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média £ EPM de trés ou mais diferentes
experimentos. As analises foram realizadas através do programa GraphPad Prism - Instat 4 e
as diferencas significativas foram determinadas pelo uso do teste ANOVA seguido de

Bonferroni (P < 0,05).

2.3. Resultados e discusséo
Macrofagos desempenham um papel importante na defesa do organismo contra
infeccBes. A ativacdo dessas células apresentadoras de antigenos ocorre através da interacdo

de seus receptores de reconhecimento padrdo, como receptores Toll, com padrées moleculares
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associados ao patégeno promovendo a produgdo de derivados reativos de oxigénio e
intermediarios reativos do nitrogénio, principalmente 6xido nitrico (NO); microbicida que
destréi patdgenos. Macréfagos ativados liberam citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias
responsaveis pelo recrutamento e ativagdo de células envolvidas na eliminacéo de patdgenos
(Chen et al., 2009). A intensidade e duracdo da resposta imune variam de acordo com o
agente patogénico infeccioso e quando excessiva pode ser prejudicial ao hospedeiro,
induzindo ao aumento da regulacdo de enzimas pré-inflamatérias como INOS e COX,
responsaveis pelo aumento nos niveis de 6xido nitrico e prostaglandinas; mediadores
envolvidos na patogénese de muitas doengas cronicas como esclerose multipla, Parkinson,
Alzheimer e cancer de colon (Medzhitov, 2007; Heiss et al., 2001). Citocinas pro-
inflamatdrias, prostaglandinas e oOxido nitrico produzidos por macréfagos ativados
desempenham papel critico em doencas inflamatorias como sepse e artrite. Por isso, a inibicdo
de citocinas pro-inflamatorias ou da expressdo de INOS e COX-2 em células inflamatorias
oferece uma estratégia terapéutica para o tratamento de doencas inflamatdrias (Kim et al.,

2007).

Para avaliar o potencial anti-inflamatério dos extratos derivados de microrganismos
marinhos, utilizou-se como modelo experimental de inflamagdo o macréfago (RAW 264.7),
cuja estimulacdo com LPS desencadeia a liberacdo de Oxido nitrico e citocinas pro-
inflamatérias. Inicialmente, foram retestados os 10 extratos mais promissores, previamente
avaliados pelo grupo de pesquisa. Todos 0s extratos apresentados na Tabela 1 foram avaliados
guanto a citotoxicidade nas concentracdes entre 50ug/mL a 1,56pg/mL e nenhum deles foi
considerado toxico para as células RAW 264.7, uma vez que as mesmas apresentaram 100%

de viabilidade celular em todas as condi¢des (dados ndo mostrados).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medzhitov%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17943118
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Extratos promissores

DR(A) 6

MaAV-F

MaAV-G1

MaFU-1a

MaFU-2

Ma-5 (M3%) H,O/MeOH

Ma-10 (M3%) H,0/MeOH

Ma-T (M3%) H,0/MeOH

Ma-G (M2%) ExOH

Ma-J (Tub) ExMeOH

Tabela 1: Extratos isolados de organismos marinhos que apresentaram potencial anti-

inflamatorio.

A estimulacdo dos macrofagos RAW 264.7 com LPS (1 pg/mL) resultou em aumento
estatisticamente significativo nos niveis de nitrito quando comparado a células incubadas
apenas com meio. O tratamento profilatico dos macrofagos com o extrato DR(A)6 (50 a 1.56
ug/mL) inibiu a sintese de nitrito quando comparado com células apenas estimuladas com
LPS (Figura 1).

Devido ao resultado promissor nas diferentes repeticdes desses experimentos (dados
ndo mostrados), o extrato bruto foi fracionado e compostos ativos foram isolados como a
substancia pura Pirenocine A que foi avaliada através de novos bioensaios como
quantificacdo de déxido nitrico apds tratamento terapéutico e quantificacdo de citocinas pro-

inflamatorias.
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Figura 1: Avaliacdo da producdo de NO ap06s protocolo profilatico com extratos

promissores. Os macrofagos RAW 264.7 foram pré-tratados com o0s extratos nas

concentracdes entre 50ug/mL a 1,56ug/mL por 90 minutos. Em seguida, foram estimulados

com LPS (1pg/mL) por 18 horas. O sobrenadante das culturas foi coletado para determinacao

da concentracdo de nitrito pelo reagente de Griess. Os resultados correspondem a média

+

EPM de experimento realizado em quadruplicata para cada uma das condi¢des. *P<0,05 vs

meio (controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni). ND = ndo detectavel.
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A estrutura quimica da Pirenocine A (Figura 2) foi demonstrada pela primeira vez por

Sato et al. em 1981 a partir de Pyrenochaeta terrestris. A estrutura da substancia mostrou-se
analoga a Citreopirona, metabolito isolado de Penicillium citreo-viride biourge (Niwa et al.,

1980).

Figura 2: Estrutura quimica da substancia pura Pirenocine A isolada de Penicillium paxilli.

A citotoxicidade da Pirenocine A foi avaliada nas concentragcfes entre 0,78ug/mL a
0,02ug/mL, na presenca de LPS, utilizando tanto o protocolo profilatico (Figura 3) quanto o
terapéutico (Figura 4) e em nenhum deles foi considerada toxica para células RAW 264.7,

uma vez que as mesmas apresentaram 100% de viabilidade celular em todas as condicoes.
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Pyrenocine A LPS 0,78 0,39 0,19 0,09 0,04 0,02

Figura 3: Avaliacdo da citotoxicidade da Pirenocine A - Protocolo profilatico. Os
macrofagos RAW 264.7 foram pré-tratados com Pirenocine A nas concentracfes entre
0,78ug/mL a 0,02ug/mL por 90 minutos. Em seguida, foram estimulados com LPS (1pg/mL)
por 18 horas. Apds o tratamento foram submetidos a teste de viabilidade celular por MTT. Os
resultados correspondem a média £ EPM de trés experimentos independentes, realizados em

quadruplicata, para cada uma das condicdes.
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Figura 4: Avaliacdo da citotoxicidade da Pirenocine A - Protocolo terapéutico. Os
macrofagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS (1ug/mL) por 90 minutos. Em seguida,
foram pos-tratados com Pirenocine A nas concentragdes entre 0,78ug/mL a 0,02ug/mL por 18
horas. Apds o tratamento foram submetidos a teste de viabilidade celular por MTT. Os
resultados correspondem a média £ EPM de trés experimentos independentes, realizados em

quadruplicata, para cada uma das condicdes.
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A producéo induzida de NO pode refletir o grau de inflamacéo e fornecer uma medida
para avaliar o efeito de medicamentos sobre o processo inflamatorio (Chen et al., 2001).
Como demonstrado nas figuras 5 e 6, a estimulagdo dos macr6fagos com LPS resultou no
aumento da sintese de NO quando comparado com células cultivadas apenas com meio
(controle negativo). Tanto o pré quanto o pdés-tratamento das células com Pirenocine A,
promoveram reducdo na producdo de nitrito quando comparadas com as células tratadas
apenas com LPS. A substancia mostrou-se efetiva no protocolo profilético e terapéutico.

O excesso de 6xido nitrico gera desordens que levam a perda da homeostasia. O
estresse oxidativo gerado pelo aumento da sua producdo enddgena pode levar a efeitos de
toxicidade induzida que participam na patogénese de doengas. Compostos capazes de
sequestrar o radical NO sdo alternativas preventivas e terapéuticas para essas desordens e
podem diminuir a toxicidade induzida por espécies reativas de nitrogénio (RNS), atuando na

modulacéo de processos inflamatérios (Maia et al., 2010).
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Figura 5: Avaliacédo da producao de NO ap0s protocolo profilatico com Pirenocine A. Os
macrofagos RAW 264.7 foram pre-tratados com pirenocine A nas concentracdes entre
0,78ug/mL a 0,02ug/mL por 90 minutos. Em seguida, foram estimulados com LPS (1pg/mL)
por 18 horas. O sobrenadante das culturas foi coletado para determinacdo da concentracdo de
nitrito pelo reagente de Griess. Os resultados correspondem a média £ EPM de trés
experimentos independentes, realizados em quadruplicata, para cada uma das condicdes.

*P<0,05 vs meio (controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 6: Avaliacdo da producédo de NO apos protocolo terapéutico com Pirenocine A.
Os macrofagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS (1pg/mL) por 90 minutos. Em
seguida, foram pos-tratados com pirenocine A nas concentracGes entre 0,78ug/mL a
0,02ug/mL por 18 horas. O sobrenadante das culturas foi coletado para determinacdo da
concentracdo de nitrito pelo reagente de Griess. Os resultados correspondem a media = EPM
de trés experimentos independentes, realizados em quadruplicata, para cada uma das
condicdes. *P<0,05 vs meio (controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni).

ND = N&o detectavel.



22
A constatacdo que a Pirenocine A diminuiu a producdo de éxido nitrico apds inducdo
por LPS, conduziu a posterior investigacdo de seus efeitos na producéo de outros mediadores
pro-inflamatorios como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1).
Citocinas pro-inflamatérias liberadas por macréfagos ativados exercem uma variedade
de atividades bioldgicas ligadas a imunopatologia de doencas inflamatdrias agudas e cronicas.
O aumento da liberacdo de IL-1 durante a inflamacéo leva a dano celular enquanto o TNF-a
desempenha papel na inducdo e perpetuacdo da inflamacdo em reacGes autoimunes, além de
ser considerado promotor de tumor enddgeno e mediador central no desenvolvimento do
cancro (Yun et al.,2007; Fujiki et al., 2000). Uma lesdo tecidual generalizada pode causar
liberacdo macica dessas citocinas, desencadeando uma série de reagdes que envolvem varios
orgdos, culminando na sindrome séptica. Novas terapias para regular negativamente essa
resposta exacerbada reduzindo a liberacdo dessas citocinas, constituem tratamentos
promissores na doenca inflamatoria (Molloy et al., 1993). Conforme demonstrado nas Figuras
7 a 10, a substancia pura Pirenocine A foi capaz de modular a producdo desses mediadores
inflamatérios em  macrofagos estimulados com LPS, demonstrando potencial

imunomodulador profilatico e terapéutico.
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Figura 7: Avaliacédo da producdo de TNF-a apos protocolo profilatico com Pirenocine A.
Os macrofagos RAW 264.7 foram pre-tratados com pirenocine A nas concentracdes entre
0,78ug/mL a 0,02ug/mL por 90 minutos. Em seguida, foram estimulados com LPS (1 pg/mL)
por 18 horas. O sobrenadante foi coletado para realizar o ensaio imuno-enzimatico (ELISA)
para a quantificacdo de citocinas. Os resultados correspondem a média + EPM de trés
experimentos independentes, realizados em quadruplicata, para cada uma das condicdes.
*P<0,05 vs meio (controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni). ND = Né&o

detectavel.
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Figura 8: Avaliacdo da producédo de TNF-a apos tratamento terapéutico com Pirenocine
A. Os macrofagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS (1 pg/mL) por 90 minutos. Em
seguida, pds-tratados com pirenocine A nas concentragdes entre 0,78ug/mL a 0,02ug/mL por
18 horas. O sobrenadante foi coletado para realizacdo do ensaio imuno-enzimatico (ELISA)
para a quantificacdo de citocinas. Os resultados correspondem a média + EPM de trés
experimentos, realizados em quadruplicata, para cada uma das condic¢des. *P<0,05 vs meio

(controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni). ND = Ndo detectavel
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Figura 9: Avaliacdo da producéo de IL-1 apés protocolo profilatico com Pirenocine A.
Os macrofagos RAW 264.7 foram pre-tratados com pirenocine A nas concentracdes entre
0,78ug/mL a 0,02ug/mL por 90 minutos. Em seguida, foram estimulados com LPS (1 pg/mL)
por 18 horas. O sobrenadante foi coletado para realizar o ensaio imuno-enzimatico (ELISA)
para a quantificacdo de citocinas. Os resultados correspondem a média + EPM de trés
experimentos, realizados em quadruplicata, para cada uma das condic¢des. *P<0,05 vs meio

(controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni). ND = Néo detectavel.
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Figura 10: Avaliacdo da producéo de IL-1 apds protocolo terapéutico com Pirenocine A.
Os macrdéfagos RAW 264.7 foram estimulados com LPS (1 pg/mL) por 90 minutos. Em
sequida, foram pos-tratados com pirenocine A nas concentracbes entre 0,78ug/mL a
0,02ug/mL por 18 horas. O sobrenadante foi coletado para realizar o ensaio imuno-enzimatico
(ELISA) para a quantificacdo de citocinas. Os resultados correspondem a média + EPM de
trés experimentos, realizados em quadruplicata, para cada uma das condi¢des. *P<0,05 vs

meio (controle) #P<0,05 vs LPS. (ANOVA seguido de Bonferroni). ND = Ndo detectavel
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3. CONCLUSAO

O género Penicillium é uma rica fonte de metabdlitos secundarios biologicamente
ativos com atividades terapéuticas diversas. Assim investigou-se se 0 extrato extraido do
mesmo género de fungo, Penicillium paxilli, apresentava atividade imunomoduladora e
observou-se que o pré-tratamento com o extrato foi capaz de reduzir a producdo de éxido
nitrico em macrdfagos ativados (Figura 1). O extrato foi entdo fracionado e isolou-se a
substancia pura Pirenocine A. Através do teste de viabilidade celular foi possivel observar que
a substancia nao foi citotoxica em nenhuma das concentracdes testadas, o que excluiu a
possibilidade de falsos positivos (Figuras 3 e 4).

Pirenocine A demonstrou seu potencial imunomodulador profilatico (Figura 5) e
terapéutico (Figura 6) ao diminuir a producdo de o0xido nitrico em macréfagos estimulados
com LPS. A substancia também foi capaz de reduzir a producdo das citocinas pro-
inflamatdrias TNF-a ¢ IL-1, tanto no pré-tratamento (Figuras 7 e 9) quanto no pos-tratamento
(Figuras 8 e 10) dos macréfagos ativados. Em doengas inflamatorias cronicas, como a artrite
reumatoide, a destruicdo da cartilagem ocorre devido a atividade das metaloproteinases de
matriz, enzimas produzidas por macrofagos ativados em resposta a citocinas pro-inflamatorias
como IL-1 e TNF-a. A regulacdo da expressao dessas citocinas pode render alvos terapéuticos
eficazes na doenca inflamatoria. (Feldmann et al., 1996). Assim, a substancia mostrou-se um
potencial farmaco imunomodulador de inflamagGes agudas e cronicas, sendo um candidato a

futuros testes clinicos.
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