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RESUMO

Os extratos das folhas da espécie amazonica Fridericia chica (Bignoniaceae), conhecida na
medicina popular como crajiru, sdo muito utilizadas no tratamento da inflamacgao, cicatrizacdo
de feridas, hemorragias, entre outras enfermidades. O potencial terapéutico dessa espécie tem
sido evidenciado em diversas pesquisas. O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo anti-
inflamatoria e antioxidante dos extratos brutos (aquoso e em acetato de etila) da espécie
Fridericia chica (F. chica) in vitro. Foram avaliados a intera¢cdo com a enzima COX-2 in silico,
a producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (iROS), o potencial de membrana
mitocondrial (A¥Ym), a producéo de citocinas, a motilidade celular, a diferenciacéo de células
Thl7 e Treg, e a polarizacdo de macrdéfagos. A molécula carajurona, uma das substancia
majoritarias presente na espécie de F. chica, apresentou uma energia de ligacdo proxima a do
ligante Rofecoxib, inibidor especifico da COX-2. Os extratos aquoso e acetato de etila
diminuiram as espécies reativas de oxigénio intracelular, na presenca de estaurosporina e
aumentaram o potencial de membrana mitocondrial, nas mesmas condi¢6es. Reduziram ainda
a producdo das citocinas pro-inflamatorias I1L-1p, TNF-a e IL-6, na presenca do veneno de
Bothrops atrox e aumentaram a producdo da citocina anti-inflamatdria IL-10, nas mesmas
condigdes. O extrato aquoso de F. chica proporcionou uma alta taxa de migracao em células de
fibroblastos humanos. O extrato aquoso também foi capaz de diminuir a diferenciacdo de
células Th17 e aumentar a polarizacdo da populacdo de células Treg, induzindo assim um perfil
mais regulatério. Além disso, o extrato aquoso de F. chica potencializou a producdo de CCL-
22, induzida por IL-4. A espécie Fridericia chica (crajiru) é de facil acesso e 0s nossos dados
sugerem que seja explorada como agente terapéutico contra o estresse oxidativo e processos
inflamatorios. Este trabalho contou com o apoio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
do Amazonas (FAPEAM).

Palavras-chave: Fridericia chica; Flavonoides; Estresse oxidativo; Inflamacéo.



ABSTRACT

Extracts from the leaves of the Amazonian species Fridericia chica (Bignoniaceae), known in
popular medicine as crajiru, are widely used in the treatment of inflammation, wound healing,
and bleeding, among other illnesses. The therapeutic potential of this species has been
evidenced in several studies. The aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory and
antioxidant action of crude extracts (aqueous and in ethyl acetate) of Fridericia chica (F. chica)
in vitro. Were evaluated the interaction with the COX-2 enzyme in silico, intracellular
production of reactive oxygen species (iROS), mitochondrial membrane potential (A¥m),
production of cytokines, cell motility, Th17 and Treg cell differentiation and macrophage
polarization. The molecule carajurone, one of the major substances present in the species of F.
chica, showed a binding energy close to that of the Rofecoxib ligand, a specific inhibitor of
COX-2. The Aqueous and ethyl acetate extracts decreased the intracellular reactive oxygen
species production in the presence of staurosporine and increased mitochondrial membrane
potential under the same conditions. They also reduced the production of the pro-inflammatory
cytokines IL-1B, TNF-a and IL-6, in the presence of Bothrops atrox venom and increased the
production of anti-inflammatory cytokine IL-10, under the same conditions. The aqueous
extract of F. chica provided a high rate of migration in human fibroblast cells. And was able to
decrease the Th17 cell’s differentiation and increase the polarization of Treg cell’s, thus
inducing a more regulatory profile. Furthermore, the aqueous extract of F. chica potentiated the
production of CCL-22, induced by IL-4. The species Fridericia chica (crajiru) is easily
accessible and our data suggest that it is explored as an therapeutic agent against oxidative stress
and inflammatory processes. This work was supported by Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Amazonas (FAPEAM).

Key words: Fridericia chica; Flavonoids; Oxidative stress; Inflammation.
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1. INTRODUCAO

Grande parte da populagdo mundial utiliza as plantas medicinais no tratamento de
diversas enfermidades, conhecimento que € compartilhado de geracdo para geracdo (WHO,
2002). As populac@es indigenas, com as suas diversidades culturais, contribuem para que esse
conhecimento tradicional seja mantido. O potencial terapéutico das plantas medicinais esta
associado aos compostos ativos frequentemente produzidos quando as plantas séo expostas a
algum tipo de estresse. Esses compostos ativos sdo chamados metabdlitos secundarios e séo
importantes para a defesa, adaptacéo e interacdo das plantas com o0 meio ambiente. Além disso,
varios grupos de metabolitos secundarios possuem inumeras funcdes bioldgicas, como por
exemplo os compostos fenolicos, que apresentam atividades antioxidantes, anti-inflamatorios e
anticancerigenas (HUANG et al., 2009; STREET, 2012; MAZID et al., 2011; KUMAR, 2019).

Os flavonoides pertencem ao grupos dos compostos fenolicos e seu potencial
terapéutico no estresse oxidativo, na inflamacdo, em modular a resposta imune e em outras
atividades bioldgicas, vem tornando esse grupo alvo de pesquisas cientificas, ao longo dos anos
(KOZLOWSKA et al., 2014; MARTINEZ et al., 2019; TABRIZI et al.,2020). Na estrutura
quimica dos flavondides encontra-se dois anéis de benzeno (A e B) com hidroxila fendlica, e é
partir do grupo hidroxila no anel B, anel mais rico em elétrons, que podem ocorrer as doacoes
de um atomo de hidrogénio e um elétron para os radicais livres, reduzindo-os. A capacidade
dos flavonodides em atuar como agentes redutores em diversas reagdes, como por exemplo a
quercetina na eliminacdo das espécies reativas de oxigénio, confirmam o seu potencial
antioxidante e seu papel essencial no estresse oxidativo (SEYOUM et al, 2006;
RAVISHANKAR et al., 2013; PROCHAZKOVA et al., 2011).

Estudos indicam que os flavonoides podem atuar como agentes anti-inflamatérios por
diferentes mecanismos, entre eles blogueando a cascata do acido araquiddnico a partir da
inibicdo da via da enzima Ciclooxigenase 2 (COX2), a qual é ativada por mediadores
inflamatorios. Os flavonodides podem suprimir a expressdo da COX-2 inibindo a atividade dos
principais produtos gerados por essa via enziméatica, como por exemplo inibindo a ligagdo do
fator de transcricdo NF-kB ao seu elemento de resposta nuclear (NF-kB RE), o qual é
responsavel pela expressdo de COX-2. Além disso, alguns grupos funcionais dos flavondides
podem se apresentar como ligantes e ativadores do receptor delta ativado por proliferador de
peroxissoma (PPAR-y), molécula que regula a inflamacgao e ao ser ativada inibe o elemento de

resposta nuclear NF-kB (NF-kB RE), suprimindo assim a producdo de citocinas pro-
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inflamatorias (IADECOLA et al., 2004; O’LEARY et al., 2004; CHI et al., 2001; SLIKA et al.,
2022).

Paises em desenvolvimento como o Brasil, utilizam as plantas medicinais como
tratamento alternativo. O sistema publico de salde brasileiro oferece doze fitoterapicos como
opcdes de tratamento, entre eles com acdo anti-inflamatéria: Aloe vera (Babosa), Schinus
terebenthifolius (Aroeira) e Uncaria tomentosa (Unha-de-gato) (PINTO; FLOR et al., 2011,
BRASIL, 2015; MARMITT et al., 2015). Entre as plantas medicinais usadas na regiao
Amazonica encontra-se a espécie Fridericia chica (Bonpl.) L. G. Lohmann, pertencente a
familia Bignoniaceae, popularmente conhecida como crajiru, sendo tradicionalmente utilizadas
principalmente por apresentar uma forte atividade anti-inflamatéria e antioxidante
(PAULETTI; BOLZANI; YOUNG, 2003; JORGE et al., 2008; MARTINS et al., 2016;
MICHEL et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018). Os indigenas da regido Amazonica utilizam o
corante preparado a partir das folhas de Fridericia chica na pintura corporal, para tingir enfeites,
utensilios e vestuarios, além de usarem contra picada de mosquito (método profilatico)
(BARBOSA et al., 2008). A coloracao vermelha adquirida pelas folhas apds a coleta deve-se a
formacgédo de 3-desoxiantocianidinas, entre elas carajurina (pigmento principal) e carajurona
(ZORN et al., 2001).

A espécie Fridericia chica faz parte da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), o que favorece os direcionamentos das pesquisas para essa
espécie (BRASIL, 2009). Embora a espécie Fridericia chica seja utilizada amplamente pela
populacdo e muitos estudos estejam investigando suas aplicagdes terapéuticas, novas pesquisas
esclarecendo os mecanismos anti-inflamatdrios e antioxidantes dos extratos dessa espécie,
devem ser realizadas. Por isso, o objetivo principal deste trabalho € avaliar a acdo anti-
inflamatoria e antioxidante dos extratos brutos (aquoso e em acetato de etila) da espécie

Fridericia chica em cultura celular in vitro.
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Abstract: Plants of the species Fridericia chica (Bonpl.) L. G.
Lohmann (Bignoniaceae), which are widely distributed in
Brazil and named crajiru in the state of Amazonas, are known
in folk medicine as a traditional medicine in the form of a tea
for the treatment of intestinal colic, diarrhea, and anemia,
among other diseases. The chemical analysis of extracts of the
leaves has identified phenolic compounds, a class of
secondary metabolites that provide defense for plants and
benefits to the health of humans. Several studies have shown
the therapeutic efficacy of F. chica extracts, with antitumor,
antiviral, wound healing, anti-inflammatory, and antioxidant
activities being among the therapeutic applications already
proven. The healing action of F. chica leaf extract has been
demonstrated in several experimental models, and shows the
ability to favor the proliferation of fibroblasts, which is
essential for tissue repair. The anti-inflammatory activity of F.
chica has been clearly demonstrated by several authors, who
that it is related to the of 3-
deoxyanthocyanidins, which is capable of inhibiting pro-

suggest presence

inflammatory pathways such as the kappa B (NF-kB) nuclear

transcription factor pathway. Another important effect
attributed to this species is the antioxidant effect, attributed to
phenolic compounds interrupting chain reactions caused by
free radicals and donating hydrogen atoms or electrons. In
conclusion, the species Fridericia chica has great therapeutic
potential, which is detailed in this paper with the objective of
encouraging new research and promoting the sum of efforts for
the inclusion of herbal medicines in health systems around the
world.
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1. Introduction

Fridericia chica (Bonpl.) L. G. Lohmann (Figure 1) is a liana or creeper that belongs to the family
Bignoniaceae, which comprises about 120 genera and 800 species [1]. The largest number of species of
this family is found mainly in tropical and subtropical regions, with Brazil and the African continent as
the two major centers of geographical distribution. In Brazil, the species of the family Bignoniaceae do
not have a unique habitat and are widely distributed in the region of the legal Amazon, as well as
throughout the southern region of the country as far down as Rio Grande do Sul. In addition, plants of
this family can be found in the Cerrado and Atlantic Forest biomes [2—4]. F. chica was first described by
Cronquist [5] as Arrabidaea chica, belonging to the division Magnoliophyta, class Magnoliopsida,
subclass Asteridae, order Scrophulariales, family bignoniaceae, and genus Arrabidaea. However, its
classification has been altered due to recent taxonomic changes, such as the inclusion of several species
of the genus Arrabidaea in the genus Fridericia. This change has affected the classification of its varieties
A. chica var. acutifolia (DC.) Bureau, A. chica var. angustifolin Bureau & K. Schum, A. chica var. cuprea
Bureau & K. Schum, A. chica var. thyrsoidea (DC.) Bureau and A. chica var. viscida Donn.Sm [6].
Botanically, Fridericia chica are described as woody, shrub-like, or arboreal plants, as well as climbing
plants, with that leaves measure between 18-20 cm in length when mature. They have opposite crossed
leaves, compound bi- or trifoliate, however, with the terminal foliole modified in tendrils in the elevated
part of the branches. The folioles have an oblong-lanceolate shape, cartaceous, with an obtuse base,
acute apex and herbaceous consistency. The surface of the folioles is smooth, and the rib is of the
peninerveal type, i.e., the secondary ribs branch from the main rib [3,7-9]. The flowers are campanulate,
resemble the shape of a bell, and have pink or violet coloration [10,11].

F. chica occurs in Central American countries, the Caribbean, and mainly in South American countries,
such as Guyana and French Guiana, and especially in Brazil. In the latter it has wide geographical
distribution, with confirmed occurrence in all regions and phytogeographic domains, including the
Amazon, the Caatinga, the Cerrado, the Atlantic Forest, and the Pantanal biomes. With regard to the
type of vegetation, F. chica can be found in floodplains or forests of various types, such as riparian,
flooded forests, and terra firma, among others [6].

OCH;

R{ = OCHj3 R; = H, carajurin
R4 = OH, Ry = H, carajurone

Figure 1. Fridericia chica (Bonpl.) L. G. Lohmann: specimen and presentations forms A) Arboreal specimen of
adult F.chica in situ in the city of Manaus, Amazonas Brazil. B) Dried leaves of F. chica as marketed in the city of
Manaus, Brazil. C) Tea obtained from the dried leaves of F. chica and its main compounds responsible for the
characteristic color. Photos: Author.
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2. Revision Strategy

An extensive literature review was carried out using different scientific electronic sources, including
databases such as Scifinder, Pubmed, Scopus, Web of Science, and Google Scholar. The study databases
included original papers published in peer reviewed journals, books, dissertations, and theses, and all
data of scientific interest written or translated into English published prior to July 2022 was considered.
The keywords “Arrabidae chica” and “Fridericia chica” alone and in combination with @nflammation”,

inflammatory”, anti-inflammatory”, “oxidative stress”, “antioxidant”, “wound healing”, and “healing”.
In addition, the names of all phytochemical compounds were used in the search.

3. Ethnobotany

In Brazil, F. chica is popularly known as cajuru, carajiru, carajunu, carajuru, chica, china, cip6-cruz, cipé-
pau, cod-piranga, crajiru, crajuru, cuica, guajuru, guajuru-piranga, guarajuru, oajuru, oajuru-piranga,
paripari, pariri, and piranga, among others [2,6,10]. Its mature leaves, collected from plants ranging
from 50 cm to 2 m, are used in the form of tea (dried form), which has an astringent function and can be
used against intestinal colic, diarrhea, anemia, uterine inflammation, hemorrhages, leukemia, jaundice,
albuminuria, for vaginal hygiene via bathing, or in the form of tincture for topical use directly on skin
lesions or even in ointments, creams [10,12], and in the form of soap with an antiacne effect [13]. It is
used as an anti-inflammatory, antioxidant, antidiabetic medicine, and a disinfectant [3,10,14,15].

4. Chemical Composition

Chemically, F. chica is rich in polyphenols, especially flavonoids. Among the flavonoids, derivatives of
the class of anthocyanins stand out, which in this plant are abundant in the form of 3-
deoxyanthocyanins. These are involved in plant growth and development, including UV protection,
stimulation of pollination and seed dispersal, and as a defense mechanism [16]. The 3-
deoxyanthocyanins are the substances that give the tea its red color, especially the main compounds
carajurin (1) and carajurone (2) [17], and to a lesser extent four other substances, 3’- hydroxy-carajurone
(3), 3’-hydroxy-carajurin (4), 6,7,3,4 -tetrahydroxy-5-methoxyflavylium (5), and 6,7,4’-trihydroxy-5-
methoxyflavylium (6) [18]. Substances 1 and 2 were the first to be described in this species.

In addition to anthocyanidins, other flavonoids (aglycones and glycosides) have been isolated and/or
characterized using high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-
MS) analysis, among them the flavones carajuflavone (7), luteolin (8) [13], chrysoeriol (9) [19], 4-
hydroxy-3,7-dimethoxyflavone (10) [20], 5,7-dimethoxy-4"-hydroxyflavone (11) [19], acacetin (12) [17],
isoscutellarein (13), scutellarein (14), 6-hydroxyluteolin (15), hispidulin (16), apigenin (17) [21],
thevetiaflavone (18) [13], cirsimarin (19) [19], apigenin 7-glucuronide (20), scutellarin (21) [22],
chrysoeriol-O-glucoside (22) [19]. Flavonols are a more restricted group, being so far characterized as
quercetin-O-gallate (23), kaempferol (24), isorhamnetin (25) hyperin 6”-gallate (26), quercetin-O-
glucoside (27), and isorhamnetin-3-O-glucoside (28) [19]. The biflavonoid amentoflavone (29) and the
flavans-3-ols catechin (30) and epicatechin (31) [19] are other flavonoid derivatives identified in F. chica
(Figure 2).
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3 Ry = OH, R, = OH, 3'-hydroxy-carajurone
4 Ry = OCH3 R; = OH, 3'-hydroxy-carajurin

7Ry =H, Ry, =0OH, R3 = OH, R4y = OCH3 Rs = H, Rg = OH, R7 = OH, carajuflavone
8R; =H, R, = OH, Ry = H, Ry = OH, Rs = OH, Rg = OH, Ry = H, luteolin
9R;=H,R;=0H, R3 =H, Ry = OH, Rs = OCH3; Rg = OH, R7 = H, chrysoeriol
10 Ry =H, R; = OCH3 R3 =H, Ry =H, Rs = H, Rg = OH, R; = H, 4'-Hydroxy-3,7-dimethoxyflavone
R4 11 Ry =H, R; = OCH3 R3 =H, Ry = OCH3 Rs = H, Rg = OH, R; = H, 5,7-dimethoxy-4’-hydroxyflavone
R, 12R;=H, Ry = OH, R = H, Ry = OH, Rs = H, Rg = OCH3 Ry = H, acacetin
- O 13R;=0H, R, = OH, R3 =H, Ry = OH, R5 = H, Rg = OH, R; = H, isoscutellarein
HO N 14 Ry = H, Ry = OH, Ry = OH, Ry = OH, Rs = H, Rg = OH, Ry = H, scutellarein
O _ 16 Ry = H, R; = OH, R3 = OH, R4 = OH, Rs = OH, Rg = OH, R7 = H, 6-hydroxyluteolin
HO 16 Ry = H, R, = OH, R = OCH; R4 = OH, Rs = H, Rg = OH, R; = H, hispidulin
OCH,3 17 Ry =H, R; = OH, R3 = H, Ry = OH, Rs = H, Rg = OH, R; = H, apigenin
18 Ry = H, R, = OH, Ry = H, Ry = OCH; Rs = H, Rg = OH, R; = H, thevetiaflavone
§ Ry = OH, R, = OH 6,7,3',4"-tetrahydroxy-5-methoxyflavylium 19 Ry = H, Ry = OCH3 R3 = OCHj Ry = OH, Rs = H, Rg = O-Glucoside, R; = H, cirsimarin
€ Ry = H, R; = OH 6,7,4-trihydroxy-5-methoxyflavylium 20 Ry = H, R, = O-glucoride, Ry = H, Ry = OH, Rs = H, Rg = OH, Ry = H, apigenin 7-glucuronide
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22 Ry = H, R; = O-glucoside, R3 = OH, Ry = OH, Rs = H, Rg = OH, R7 = H, chrysoeriol-7-O-glucoside

OH O

23 Ry = O-galloyl, Ry = H, R3 = OH, R4 = OH, quercetin-O-gallate

24 R = OH, R; = H, R3 = OH, R4 = H, kaempferol

25 Ry = OH, R, = OCH3 Rj3 = OH, R4 = H, isorhamnetin

26 Ry = O-glucoside-6"-O-galloyl, R, = H, R; = OH, R4 = OH, hyperin 6”-gallate
27 Ry = O-glucoside, R; = H, R3 = OH, R4 = OH, quercetin-O-glucoside

30 R = +OH, cathechin
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OH O
28 Ry = O-glucoside, R, = OCH3; Rj3 = OH, R4 = H, isorhamnetin-3-O-glucoside 29 Amentoflavone

Figure 2. Polyphenols (1-31) of F. chica.

With respect to other classes of natural products, the characterization of terpenes, including carotenoids,
and other classes such as fatty acids and their derivatives, tocochromanols and alkaloids, stands out.
The diterpene phytol (32), the triterpene squalene (33), and the steroidal [-sitosterol (34) [23] are
described as structures of a terpenic nature of up to 30 carbons described in F. chica. On the other hand,
a number of tetraterpenes have been identified using HPLC-MS, among them the main compounds -
carotene (35), (all-E)-zeaxanthin (36), (all-E)-lutein (37), (all-E)-violaxathin (38), (13Z)-violaxathin (39),
and (all-E)-luteoxanthin (40) [22]. In addition to antioxidant carotenoids, tocochromanol a-tocopherol
(41) has been described as well [23]. Additionally, the identification of the fatty acid ethyl ester ethyl
palmitate (42) has been reported [23], as has the alkaloid pheophorbide a (43) [24]. In Table 1, the 43
compounds already identified in F. chica and their biological activities already studied from these
molecules alone (isolated from F. chica extract or other sources) are shown. It is worth noting that despite
the tea being the most popular use of F. chica, phytochemical studies were focused on hydroalcoholic
and/or organic extracts, possibly aiming for the enhancement of extraction yields. Moreover, tea
preparations may contain the most polar compounds, specifically the positively charged 3-
deaoxyanthocyanins, information that is corroborated by the bright red color of the dried leaf infusions.
Thus, the composition of the extract is of great importance, as these compounds can exert
pharmacological effects with summative, potentiating, or deleterious characteristics (Figure 3).
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Figure 3. Terpenes (32-40), tocochromanol (41), fatty acid (42), and alkaloid (43) of F. chica.

Table 1. Phytochemical components of F. chica extracts and their biological activities.

ComNp:und Name Source Isolation/Detection Biological Activity*
Anthocyanins
1 Carajurin leaves, MeOH Isolation [17] Anti-inflammatory [17]
2 Carajurone leaves, MeOH Isolation [17] N.A.
3 3’-Hydroxy-carajurone leaves, MeOH Isolation [17] N.A.
4 3’-Hydroxy-carajurin  leaves, MeOH Isolation [17] N.A.
R N D
5 6,7,3',4 Tetrahyd'roxy Ieaves,' (@\Y] Isolation [18] NA.
5-methoxyflavylium fraction
6 6,7,4 —Tr|hydr0)'(y—5— Ieaves,'DCM Isolation [18] NA.
methoxyflavylium fraction
Flavones
7 Carajuflavone leaves, ACOEt Isolation [1] N.A.
fraction
Anti-inflammatory [25]
| AcOE
8 Luteolin eaves, . cOEt Isolation [1] Antioxidant [26]
fraction
9 Chrvsoeriol leaves, 70% HPLC-MS detection Ant;lnrglc;a\xr;';n;s;cc[)%][27]
¥ EtOH [19]
10 4-Hydroxy-3,7- leaves, EtOH Isolation [20] N.A.
dimethoxyflavone
11 5,7-dimethoxy-4' leaves, 70% HPLC-MS detection NA
-hydroxyflavone EtOH [19] o
Anti-inflammatory [29]
12 Acacetin leaves, MeOH Isolation [17] Antioxidant [30]




leaves, 90%

HPLC-MS detection

Antioxidant [31]

13 Isoscutellarein EtOH [21]
leaves. 90% HPLC-MS detection, Anti-inflammatory [32,33]
14 Scutellarein EtéH ? isolation Antioxidant [34]
[21]
. leaves, 90% HPLC-MS detection
15 6-Hydroxyluteolin EtOH [21] N.A.
16 Hisoidulin leaves, 90% HPLC-MS detection Antl_rr?t?g:(?;j,:;r[ygs’]SBG]
P EtOH [21]
Anti-infl
HPLC-MS detection, nti-in a_lmr_natory [38,39]
17 Apigenin leaves, 90% isolation Antioxidant [40]
Pig EtOH Healing [41]
[21]
18 Thevetiaflavone Iea;/;sét?ocr(])Et Isolation [1] Antioxidant [42]
N leaves, 70% HPLC-MS detection Antl-mf.lar'.nmatory [43]
19 Cirsimarin EtOH (19] Antioxidant [44]
Healing [45]
L . leaves, 80% HPLC-MS detection Anti-inflammatory [46]
20 Apigenin 7-glucuronide MeOH [22] Antioxidant [47]
Anti-inflammatory [48]
2 scutellarin leaves, 80% HPLC-MS detection Antioxidant [34]
MeOH [22] Healing [49]
. . leaves, 70% HPLC-MS detection
22 Chrysoeriol-O-glucoside EtOH [19] N.A.
Flavonols
. leaves, 70% HPLC-MS detection
23 Quercetin-0O-gallate EtOH [19] N.A.
Anti-inflammatory [50,51]
24 K ferol leaves, 70% HPLC-MS detection Antioxidant [31]
aemptero EtOH [19] Healing [52]
25 Isorhamnetin leaves, 70% HPLC-MS detection Anti-inflammatory [53]
EtOH [19] Antioxidant [54]
R leaves, 70% HPLC-MS detection L
26 Hyperin 6”-gallate EtOH [19] Antioxidant [55]
. . leaves, 70% HPLC-MS detection -
27 Quercetin-0-glucoside EtOH [19] Antioxidant [56]
Isorhamnetin-3-0- leaves, 70% HPLC-MS detection L
28 glucoside EtOH (19] Antioxidant [57]
Flavone dimer
29 Amentoflavone leaves, 70% HPLC-MS detection Ant;:]t?c?xr}::ln;::??g][ss]
EtOH [19]
Flavan-3-ols
. leaves, 70% HPLC-MS detection Anti-inflammatory [60]
h
30 Catechin EtOH [19] Anti-oxidant [61]
a1 o eatechi leaves, 70%  HPLC-MS detection Ant;;iifx%?sﬁg\;][&]
P EtOH [19]
Terpenes
0,
32 Phvtol Elti;ﬁe;'eigfe GC-MS detection Anti-inflammatory [64]
y AL (23] Antioxidant [65]
leaves, 70% . Antioxidant [66]
33 Squalene EtOH, hexane GC—MS{;I:ltectlon Anti-inflammatory [67]
fraction
leaves, 70% .
34 B-Sitosterol EtOH, hexane GC-MS detection Anti-inflammatory [68]

fraction

(23]

26
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Anti-inflammatory [69]

HPLC-MS detection Antioxidant [69]

35 B-carotene leaves, acetone 22] Healing [70]
. Anti-inflammatory [71]
HPLC-M tect
36 (all-E)-Zeaxanthin  leaves, acetone [Szgf ection Antioxidant [72]
. Anti-inflammatory [73]
37 (all-E)-Lutein leaves, acetone HPLC M[SZZI]etectlon Antioxidant [74]
. Anti-inflammatory [75]
HPLC-MS detect
38 (all-E)-Violaxanthin  leaves, acetone [22]e ection Antioxidant [75]
39 (132)-Violaxanthin  leaves, acetone HPLC-M[SZ(Zi]etectlon Antioxidant [76]
40 (all-E)-Luteoxanthin  leaves, acetone HPLC-M[SZ(Zi]etectlon N.A.
Tocochromanol
| 709
eaves, 70% = Ms detection Antioxidant [77]
41 a-Tocopherol EtOH, hexane .
. [23] Healing [78]
fraction
Fatty acid
leaves, 70% .
42 Ethyl palmitate EtOH, hexane GC-MS[g;e]tectlon Anti-inflammatory [79]
fraction
Alkaloid
Anti-inflammatory [80]
0,
43 Pheophorbide a leaves, 90% Isolation [24] Antioxidant [81]

EtOH Healing [82]

* Biological activities concern anti-inflammatory, antioxidant, and healing activity described in previous articles using
the isolated components obtained from F.chica or other plants. N.A., not available.

5. Pharmacological Properties

Historically, plants have been an important source of active ingredients for drug development, and
scientific research has been directed towards the prospect of new drugs based on natural products [83].
Thus, the connection between plants and health is responsible for the beginning of a new generation of
therapy that integrates drugs derived from plants or the use of plants themselves or their parts [84]. The
public health system in Brazil offers twelve herbal medicines as treatment options, among them several
with anti-inflammatory potential, such as Aloe vera, Schinus terebenthifolius, and Uncaria tomentosa [85,86].
The use of plants as a medicine occurs in many traditional societies [87]; therefore, it is important to
stimulate scientific studies that prove existing popular knowledge about plants and their effectiveness in
the treatment of diseases [88]. In this sense, several studies have been carried out with different extracts of
F. chica leaves in order to prove the effectiveness of the plant for the therapeutic purposes for which it is
popularly used (Table 2).

Table 2. Pharmacological properties of extracts of Fridericia chica.

Authors Type of study Action Etiological agent Plant material/part Treatment

Trichophyton mentagrophytes

Antifungal and 4 mg/mL (trypanocide); 3.125 mg/mL

[20] In vitro study antiprotozoal (fungus) anéjrzz?/panosoma Ethanolic extract of leaves (fungicide)
[89] In vitro study Antiprotozoal Lelshm_anla amazonensis and Hexanic leaf extract 37.2 ug/mL (L. amazonensw); 18.6 pg/mL
Leishmania infantum (L. infantum)
[90] In vitro and in vivo Antiprotozoal and healin Leishmania amazonensi;  Ethanolic extract of leaves  Leishmanicidal effect: 60—155.9 pg/mL;
study P 9 Swiss Webster mouse and fractions healing effect: 10 mg/g
. 24.8 pg/mL-213 pg/mL (hydroethanolic
. . . Hydroethanolic extract of : .
[24] In vitro study Antiprotozoal Trypanosoma cruzi leaves and fractions extract); 2.3 pg/mL—;;) pg/mL (feoforbide
Helicobacter pylori 43,504 . .
[91] In vivo Study Antimicrobial and Enterococcus faecalis Hydroethfi\gé)\ilecsextract of 12.5pg/mL (H'fggégﬂgi 100 pg/mL (E.

29,212
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250 pg gallic acid equivalent (GAE)/mL—

[92] In vitro study Antimicrobial Staphylococcus sp. Hydroalcoholic extract MIC: 1000 pg GAE/mL-MBC
[93] . Antimicrobial Candida sp. Dichloromethane extract of 0.007-0.03 mg/mL
In vitro study leaves
[94] In vitro study Antiviral aMPV cepa SHS/669/03 Ethanolic extract of leaves 2.5 pg/mL
Human Herpes Virus type 1
(HHV-1); murine
Encephalomyocarditis virus . ECso: 245.7 pg/mL (HHV-1); 86.3 pg/mL
[95] In vitro study Antiviral (EMCV); Vaccinia Virus Ethanolic extract of leaves (VACV-WR)
strain Western Reserve
(VACV-WR)
[96] In vivo study Antitumor Solid Enhrlich tumor Ethanolic extract and 30 mg/kg body weight (10 days of oral
aqueous extract of leaves treatment)
7 12-dimethvl iniection- Oral administration for 16 weeks: extract at
. . N y! Iy Hydroalcoholic extract of a dose of 300 mg/kg; 7,12-dimethyl-
[97] In vivo study Antitumor induced breast cancer- leaves 1,2-benzanthracene (DMBA) associated
1,2-benzanthracene (DMBA) ' R
with vincristine 250 pg /mL
Human tumor cell lines: MCF-
7 (breast),
NCI-ADR/RES (ovary with
multiple drug resistance 0.25; 2.5 and 25 pg/mL without enzymatic
. . phenotype), . treatment (fibroblast proliferation); 7.4 and
[98] In vitro stud Amltun:g;’i?er}gt%:‘()blam UACC-62 (melanoma), NCIl— ;:rrg(ilzéﬁagnez)(t;s:t;’ég:;i(;\% 8.7 pg/mL with enzymatic treatment
Y P h460 (lung), PC-3 (prostate), Y (cytostatic effect for UACC-62-melanoma
HT29 (colon), OVCAR-03 lineage)
(ovary), 786-0 (kidney) and
K562 (leukemia). Fibroblasts:
obtained from 3T3 mice
[99] Survey of use by Anti-inflammatory Oral diseases Leaves Tea (no dose determined)
health professionals
[19] In vivo stud Analgesic and anti- Osteoarthritis induced by Hydroalcoholic extract of ~ Oral administration s. i.d. for 25 days: 50
y inflammatory sodium monoiodoacetate leaves mg/kg, 150 mg/kg, 450 mg/kg
[100] Survey of studies Anti-acne Does not apply Not mentioned Not informed
with herbal medicines
. . Infusion and bath (measles and smallpox);
[101] Survey of traditional _ Treatment of Sk'.n Measles and smallpox Leaves leaves macerated and applied to the
use irritation and healing .
affected area (lesions)
[102] Review Treatment of tuberculosis- Mycobacterium tuberculosis Not specified Not specified
related symptoms
[103] Anemia and weakness Does not apply Leaves Not specified
Survey of traditional
use
. . . Hydroalcoholic extract of ~ Oral administration of the extract at doses
[104] In vivo study Antihypertensive Does not apply leaves of 100 mg/kg; 250 mg/ kg and 500 mg/kg
(1) Anemia, weakness,
restoration facial color in
Survev of traditional malaria patients; (2) (1) maceration or tea; (2) tea or infusion;
[105] y Use ovarian cysts, cystitis, Does not apply Leaves (3) syrup; (4) bottled; (5) bath. No dose
hepatitis, liver, diarrhea; determined
(3) flu, cough, anemia; (4)
aids getting pregnant,
ulcers, (5) vaginal itching
Topical application of nonionic cream with
[21] Ex vivo study Photoprotection Does not apply Various parts 2.5% ethylacetate fraction and 2.5%
hexane fraction
MCF-7 cells of human breast ~ Extract nanoemulsion )
[106] In vitro study Photosensitization adenocarcinoma produced from aerial parts CCoo: 1.3 pg ACE/mL
[107] In vitro study Anti-hepatoxic Does not apply Leaves 0.25-1.25 mg/mL
[108] In vivo study Anti-hepatoxic Carbon tetrachloride Ethanolic extract of leaves 300, 500 and 600 mg/kg
. Free Radical DPPH (1,1-  Ethanolic extract of leaves .
[109] In vitro study Antioxidant diphenyl-2-picrylidazyl and fractions 5, 10, 25, 50, 125 and 250 pg/mLin ethanol
[14] Antioxidant Free Radical DPPH (1,1- Methanolic extract of leaves 0.25; 2.5; 25 and 250 pg/mL

In vitro study diphenyl-2-picrylidazyl

Among biological effects from F. chica leaf extracts, anti-inflammatory, antioxidant, and healing
properties are well evidenced from previous studies (Table 2), and result from the leaves' phytochemical
composition. Studies have shown that the compounds identified in F.chica leaf extracts, as well as in
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several other plants, are responsible for the above-mentioned pharmacological activities (Table 1) when
evaluated in isolation (Table 1).

5.1. Healing Activity

The tissue repair process is divided into three successive and overlapping phases that present specific
characteristics: (1) the inflammatory phase, (2) the proliferative phase, and (3) the remodeling phase. In
the inflammatory phase, there is an increase in vascular permeability, which promotes chemotaxis and
the consequent intense migration of leukocytes, mainly neutrophils and macrophages, to the site of
tissue damage in response to the release of pro-inflammatory chemical mediators. The proliferative
phase is characterized by the reconstitution of epithelial tissue, angiogenesis and migration of
endothelial cells, granulation tissue formation, and extracellular matrix deposition, mainly collagen
produced by activated fibroblasts. In the remodeling phase, the initial deposited collagen (type III) is
degraded by collagenases and reabsorbed, and the gradual replacement of type III collagen by type I
collagen occurs until the proportion found in healthy tissue is reached, providing reorganization of the
extracellular matrix and marking the success of tissue repair [110,111].

Several herbal medicines have been explored in order to evaluate their action on tissue healing, mainly
due to their lower cost and fewer observed adverse effects [112]. Tissue regeneration studies with F.
chica leaves have addressed the action of different extracts and formulations in both in vitro and in vivo
experiments using experimental animals in order to investigate different phases of the healing process.
Among the main experimental procedures in the bioprospecting of new components with healing
potential, cell proliferation assays using fibroblasts and the production of extracellular matrix
components such as collagen are considered highly reliable models. Fibroblasts are connective tissue
cells that are essential for the formation of the dermis and are responsible for structural firmness. After
injury, fibroblasts proliferate and migrate to the injured site, where they produce a large amount of
extracellular matrix material, such as type I and III collagen, which helps to isolate and repair the injured
tissue. The use of a methanolic extract of F. chica leaves stimulates the growth of fibroblasts in vitroin a
concentration-dependent manner and increases collagen production [14].

From this tissue regeneration property, several in vivo studies with experimental animals have been
developed to evaluate the healing potential of F. chica in different tissue types. In treatment of gastric
ulcers induced by ethanol and indomethacin in Wistar/Uni rats, administration of the hydroalcoholic
extract of F. chica leaves reduced about 60% of lesions [113]. The methanolic extract administered orally
was able to reduce up to 96% of the ulcerative effect of ethanol in a murine model [14]. The ethanol-
induced model is associated with gastric mucosal injury induced by oxidative stress (via alcohol); thus,
the gastroprotective effect of F. chica may occur via antioxidant action. In skin lesions of Swiss mice,
treatment with ethanolic extract of F. chica leaves has not yet shown promising results. During 21 days
of observation, it was found that the extract did not accelerate total tissue regeneration and presented a
profile that was similar to the control group [90]. Other studies have investigated the effect of F. chica
leaves on the healing process of tendon injuries in rats. Observed results included an increase in the
total collagen content on the seventh and twenty-first day of the healing process, an increase in the
synthesis of collagenase type IV (matrix metalloproteinase-2, an enzyme that participates in the
extracellular matrix remodeling process), and better organization of collagen fibers. The treated groups
presented a lower inflammatory reaction, which promoted the recovery of the injured animals” ability
to walk [114,115].

In addition to the studies developed in different tissues, investigations of the healing properties of
Fridericia chica have used different types of formulations for administration of the plant extract and for
carrying out these studies. The choice of formulation is extremely important, as it influences the
stability, distribution, solubility, bioavailability, and protection of the active compound. Topical
formulations such as cream and gel containing F. chica leaf extract are being developed for the treatment
of skin lesions [90,116]. For the treatment of gastric ulcers, a nanoformulation of F. chica extract has been
elaborated in chitosan triphosphate-based nanoparticles for oral administration. Nanoformulation was
responsible for a greater fibroblast proliferation effect, and the anti-ulcerogenic effect of F. chica leaf
extract in a nanoformulation was more efficient compared to hydroalcoholic extract [113].

From the 43 compounds identified from F.chica leaves, seven molecules (comprising the classes of
flavones, flavonols, terpenes, tochromanols, and alkaloids) have been described to present healing
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properties when evaluated alone. Among them, kaempferol (compound 24—Table 1) is a flavonol
which has been described as improving repair of diabetic excisional and nondiabetic incisional wounds
in rats, working as an effective topical wound healing agent [52]. Another component present in F.chica
leaf extract in considering amount is a-tocopherol (compound 41, Table 1), belonging to the
tocochromanol class. Shuid and colleagues [78] evaluated the effects of a-tocopherol supplementation
on osteoporotic fracture healing in a rat model, showing an improvement in fracture healing associated
with the antioxidatant property. Other compounds have been shown to induce healing activity, such as
apigenin (compound 17, Table 1), with anti-hyaluronidase and anti-collagenase activities [41],
scutellarin (compound 21, Table 1) with angiogenic properties [49], and pheophorbide a (compound 43,
Table 1), which decreased the length of the inflammation stage [82].

5.2. Anti-inflammatory Activity

Inflammation is defined as a protective response of the host to various interactions with the external
environment. The assembly of this response requires the participation of cells and molecules, including
macrophages and neutrophils, along with cytokines, such as interleukin (IL)-1f and IL-6 [117-121].
These cells recognize and discriminate stimuli as damage-associated molecular patterns (DAMPs) and
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) through pattern recognition receptors (PRR) [122].
The inflammatory response, despite being an effective defense mechanism, can occur in an exacerbated
or perpetuated manner for a longer period of time than is necessary, causing important tissue damage
and contributing to the development of diseases such as rheumatoid arthritis. [123,124].

The participation of inflammation in the pathophysiology of multiple diseases stimulates the constant
development of anti-inflammatory drugs, and nature represents an important source of plants with
therapeutic potential that needs to be explored [125,126]. Plants such as Aloe vera have demonstrated
efficacy in controlling the inflammatory response and are considered by the Brazilian public health
system as a treatment option [127]. Flavonoids, a class of secondary metabolites belonging to the group
of phenolic compounds, are anti-inflammatory agents and can act to block arachidonic acid cascade
through inhibition of the COX and lipoxygenase pathways [128,129]. The species Fridericia chica is used
in traditional medicine as an anti-inflammatory agent, which has been confirmed in several studies
using different extracts prepared from the leaves of this plant [15,17,130].

The chemical characterization of extracts of F. chica leaves has allowed the identification of 3-
deoxyanthocyanidins, to which are attributed the greater part of the anti-inflammatory effect of this
plant [4,17,18]. In 2001, Zorn et al. [17] demonstrated that both the lipophilic extract of Fridericia chica
leaves (200 mg/mL) and one of its isolated components (carajurine) at a concentration of 500 uM had
the ability to completely inhibit nuclear factor kappa B (NF-«kB), which is responsible for the
transcription of genes that encode several pro-inflammatory mediators and which participates in the
pathogenesis of diseases such as multiple sclerosis [131-133]. Several authors have suggested that other
unidentified substances present in the extract of F. chica leaves may contribute to the anti-inflammatory
activity of this species [17].

Several models of inflammation have been used for the study of anti-inflammatory drugs, one of which
is the experimental model of inflammation induced by snake venom. Its pathogenesis may involve the
participation of the enzyme phospholipase A which stimulates the release of arachidonic acid
[134,135]. In 2009, Oliveira et al. [15] evaluated the anti-inflammatory effect of an aqueous extract of the
leaves of Fridericia chica in mice inoculated with the venom of the snakes Bothrops atrox and Crotalus
durissus ruruima, administered via the subcutaneous and intraperitoneal routes at different times. After
treatment with the extract, it was possible to observe that it showed inhibitory activity, especially in the
processes of myocytolysis and granulocyte migration, thus resulting in a decrease in inflammation. This
effect is attributed to substances present in the extract, flavonoids among them.

The effectiveness of Fridericia chica leaves as an anti-inflammatory agent has been demonstrated in other
models, such as inflammatory angiogenesis, which was induced in a murine model by a sponge implant
(polyether-polyurethane) and in the proliferative process of human tumor cell lines in vitro, in which
Michel et al. (2015) [130] observed a reduction in the amount of neutrophils at the site of the sponge
implants and a great decrease in angiogenesis after treatment with aqueous and ethanolic extracts.
Flavone escutelarin derivatives, found in the hydroethanolic extract of Fridericia chica leaves, have been
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associated with a reduction of parameters linked to inflammatory response in the model of intestinal
mucositis induced by 5-fluorouracil in a study by [136].

Among phytochemical compounds present in F.chica leaf extracts, 25 have been described as presenting
anti-inflammatory behavior (Table 1). The anthocyanins comprise the class of most abundant
compounds in F.chica leaves, with carajurin composing one of the major molecules found in extract of
the leaves [17]. Carajurin (compound 1, Table 1) is capable of inhibiting transcription factor NF-kB, an
important signaling pathway associated with pro-inflammatory response [17]. F.chica leaf extracts
consist of a high range of flavonoid compounds, such as flavones and flavonols (Table 1). Regarding
this class, the literature on their biological potentials is extensive, with a total of 14 flavonoids from
F.chica leaf extracts having been shown to suppress inflammation through different cell signaling
pathways. An example is luteolin (compound 8, Table 1), a flavone which has been shown to interact
with several inflammatory targets such as matrix metalloprotease 9 (MMP9) and mitogen-activated
protein kinase 1 (MAPK1) [25]. Chrysoeriol (compound 9, Table 1), another flavone, ameliorates TPA-
induced ear edema in mice, and its inhibition of JAK2/STAT3 and IxB/p65 NF-«kB pathways is involved
in the anti-inflammatory effects [27]. Hispidulin, a flavone found in a number of plants, among them in
F. chica, was evaluated by Yu et al. (2020) [36] in relation to protection against neuroinflammation using
the immortalized cell line of murine microglial BV2 (BV2 cells). Hispidulin has been shown to inhibit
NO and ROS production, which suppressed the expression of the inflammation-related enzymes iNOS
and COX-2 [137] in a dose-dependent manner. Corroborating these data, Torres et al. (2018) [138]
showed a decrease in the enzymatic activity of lipoxygenase in the presence of ethanolic extract of F.
chica leaves. They observed that treatment with hispidulin in the presence of LPS inhibited the
production of TNF- a, IL-6, IL-1 B, and PGE2 in a dose-dependent manner. In addition, hispidulin
showed activity in reducing NF-«xB, and decreased the levels of phosphorylation of IxB kinase in BV2
cells. Based on the above examples, there is other evidence of the effect of the species F. chica leaves in
the modulation of the cytokine profile, among them that demonstrated by Lima (2020) [139], which
suggests an increase in the production of IL-10 and a decrease in the production of IL-1(3 in RAW 264.7
cells activated with LPS in the presence of a hydroethanolic extract of F. chica. The authors attributed
this effect to 5 O-methylescutelarin, a derivative of the flavone escutelarin. The aforementioned studies
corroborate the therapeutic potential described in traditional medicine for F. chica.

Despite being encountered in minor proportions in F. chica, terpenes may play roles in its biological
activities, including in anti-inflammatory response. [3-carotene (compound 35, Table 1) was capable of
inhibiting LPS-stimulated Cox2, Nos2, and Tnfalpha gene expression from macrophages in vitro [69].
Another terpene, phytol (compound 32, Table 1), has been described as inducing anti-inflammatory
activity in vitro and in vivo, with higher potency in the presence of others non-steroidal anti-
inflammatories [64]. Among fatty acids, ethyl palmitate (compound 42, Table 1) reduced plasma levels
of tumor necrosis factor-a (TNF-a) and IL-6, decreased NF-kB expression in liver and lung tissues, and
ameliorated histopathological changes in an LPS-induced endotoxemia rat model [79]. The alkaloid
pheophorbide a (compound 43, Table 1), was found to inhibit nitric oxide production and suppress the
expression of iNOS proteins in LPS-stimulated macrophages [80].

5.3. Antioxidant Activity

The term oxidative stress, first proposed in 1985, refers to the imbalance between the production of
oxidizing and antioxidant molecules; it favors oxidation reactions and compromises cell signaling and
redox control [140-142]. The aforementioned changes result in excessive production of free radicals,
which can contribute to the generation of reactive oxygen species, thus resulting in structural damage
to biological systems [143-145]. Reactive species are defined as atoms, molecules, or ions resulting from
oxygen, usually with a high reactivity capacity, which can cause damage to cellular constituents, such
as lipid peroxidation and oxidation of DNA bases [146—149]. Free radicals and other reactive species are
essential for cellular homeostasis, but when generated excessively they contribute to cellular aging and
the development of diseases, as is observed in the development of hemolytic anemia due to deficiency
of the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase. In addition, oxidative stress is part of the
pathophysiology of several chronic degenerative diseases, including cancer, diabetes, and hypertension
[150-156].
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Antioxidants are compounds that are capable of slowing, preventing, or removing damage caused by
redox imbalance, and thereby regulating the development of oxidative stress [157]. The large number
of adverse effects observed with the use of synthetic antioxidants have driven the search for other
alternatives, among them substances isolated from natural products [158-160]. The main antioxidants
present in plants are phenolic compounds, which represent a family of secondary metabolites with the
property of interrupting chain reactions caused by free radicals by donating hydrogen atoms or
electrons [161-163]. To this large group of compounds belong several of the flavonoids, which are
present in medicinal plants such as the species F. chica [20,21,91,164-166].

The antioxidant potential of F. chica has already been evaluated in several studies. In 2012, Do Amaral
et al. [109] identified the presence of phenolic compounds in an ethanolic extract of the leaves of this
plant. In addition, Gemelli et al. (2015) [166] and Campos de Siqueira et al. (2019) [22] examined the
antioxidant potential in the aqueous and hydroethanolic leaf extract, respectively. The anti-
inflammatory property of 3-deoxyanthocyanidins, which are phenolic pigments with the ability to
stabilize free radicals by donating hydrogen radicals, was proposed by Zorn et al. in 2001 [17]. However,
the antioxidant capacity of these flavonoids was identified much later, by Do Amaral et al. in 2012 [109],
and later confirmed by Dos Santos et al. in 2013 [166]. Another important finding was that reported by
Olivero-Verbel et al. in 2021 [167], which suggests the ability of aqueous extract of F. chica leaves to
induce nuclear translocation of DAF-16 in a prominent manner, thus suggesting the potential of this
extract in the regulation of oxidative stress [17,22,109,166-168].

As already mentioned, flavonoids are phenolic compounds which have a great antioxidant potential.
Among them are flavones, the antioxidant capacity of which is related to the presence of free hydroxyl
groups in their A and B rings [161,162]. Luteolin (compound 8—Table 1), one of the most abundant
flavones, was identified by Do Amaral et al. (2012) [116], who evaluated the antioxidant activity of the
ethanolic extract of F. chica leaves in the presence of the free radical DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil) using Gingkgo bibola as a positive control and demonstrated that the antioxidant capacity
of F. chica extract is superior. This antioxidant effect was attributed mainly to the flavones luteolin and
apigenin. In 2015, Gemelli et al. [168] confirmed the presence of luteolin in the aqueous extract of F. chica
leaves and demonstrated its antioxidant potential by DNA damage assay in CHO cells (hamster ovary
cells) [109,168].

The leaves of Fridericia chica have a high flavones content along with the presence of apigenin
(compound 17, Table 1), with high antioxidant activity [40], as evidenced by Siraichi et al. in 2013 [21],
confirming what had already been proposed by Do Amaral et al. in 2012 [109]. Other important flavone
identified in the extract of F. chica leaves are scutellarin (compound 21, Table 1) and scutellarein
(compound 14, Table 1), which are present in other medicinal plants such as Scutellaria barbata and S.
lateriflora. Scutellarin is a glucoronid form of scutellarein, which means that although both molecules
present antioxidant activity, the aglycone form (scutellarein) has a stronger activity [34]. The research
of Campos de Siqueira et al. (2019) [22], who identified carotenoids such as B-carotene and a-carotene
in a hydrometanolic extract of F. chica, was not the first time that escutelarin was identified in the species
F.a chica, as in 2013 Siraichi et al. [21] attributed the antioxidant effect of the species to the presence of
this flavone [21,22,109].

Terpenes are well known antioxidant agents, and have been shown to provide relevant protection under
oxidative stress conditions. The terpene zeaxanthin (compound 36, Table 1) protects against chronic eye
and cardiovascular diseases due its antioxidant property by directly quenching reactive oxygen species
(ROS) and by facilitating glutathione synthesis [72]. Violaxanthin (compound 38, Table 1) possesses
potent lipid peroxidation inhibitory activity [76]. Other compounds from different classes, such as a-
Tocopherol and Pheophorbide a (compounds 41 and 43, respectively, in Table 1) have shown
antioxidant activity as well, and are present in others plant species [77; 81].

Martins et al., in 2016 [169] and Ribeiro et al., working in 2018 [170], demonstrated the antioxidant
capacity of a hydroethanolic extract of Fridericia chica in the presence of both the free radical DPPH and
the oxidative damage induced by ultraviolet radiation. The use of several methodologies to evaluate the
effects of F. chica extracts for the control of oxidative stress allowed for a more complete view of this
mechanism. Other authors, such as Torres et al. in 2018 [138] and Teixeira et al. in 2017 [171], have
included other free radical neutralization assays, such as ABTS (2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) and FRAP (ferric reducing antioxidant power), thus reaffirming the biological effects of
F. chica [138,169-171].
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In 2009, the Brazilian Ministry of Health published a list of 71 species that are part of the Report on
Medicinal Plants of Interest to the SUS (RENISUS); F. chica is among them due to the large amount of
scientific evidence pointing to its different biological effects [172,173]. One of the most important
biological effects of this species is the antioxidant effect, which can contribute to the control and
prevention of degenerative diseases, as already mentioned. Encouraging the development of research
related to F. chica is be essential for its inclusion in the list of herbal medicines prescribed within the
Brazilian health services, through which twelve herbal medicines are already available that are part of
the National List of Essential Medicines (RENAME) [127].

6. Conclusions

The World Health Organization (WHO) has encouraged the inclusion of medicinal plants in primary
health care networks, and in Brazil their use is regulated by the National Health Surveillance Agency
(ANVISA). The public health system of Brazil has offered herbal medicines since 2007, and 12 herbal
medicines have been made available in the public network by the Ministry of Health (MS). The species
Fridericia chica (Bonpl.) L. G. Lohmann is traditionally used in folk medicine, especially in the Amazon
region, and is part of the 71 species of interest to the SUS (Brazilian public health system). Among these
species, Aloe vera, Schinus terebenthifolius, and Uncaria tomentosa are used as commercial herbal
pharmaceutical formulations in the Brazilian Health System. Schinus terebenthifolius has healing and
anti-inflammatory action and is used as an antiseptic topical for gynecological applications, available in
the forms of cream and ovules. Uncaria tomentosa is indicated as an assistant in cases of arthritis and
osteoarthritis thanks its anti-inflammatory and immunomodulatory activity, and is available in capsule,
pill, and gel forms. Aloe vera is indicated for the topical treatment of first and second degree burns and
as an adjunct in cases of psoriasis vulgaris, and is available in cream form [85]. Therefore, the present
review indicates the potential inclusion of F.chica on the list of herbal medicines prescribed within the
scope of Brazilian Health System services, as the extract can be used in different pharmacological
formulations such as topical or oral administrations in order to treat diseases associated with
inflammatory response and wounded tissue.

Scientific evidence indicates the different biological effects of F. chica, which proves the therapeutic
effect of this species in folk medicine, which is explained especially by the presence of a wide range of
biologically active compounds that are known from other plant species. The present review has shown
that from all compounds identified in F.chica leaf extract, over 70% are known to exert anti-
inflammatory, antioxidant, and/or healing properties based on previous studies. Therefore, the
pharmacological properties of F.chica leaf extract are directly associated with the phytochemical
composition, with different molecules working in association in order to observe the conclusive
therapeutical potential. Although carajurin is found as the major component of the extract with anti-
inflammatory activity, its synergism with other less abundant components is important to the overall
pharmacological properties of the extract. Therefore, the proportion of every molecule within the extract
and its biological potency should be more closely investigated. It is of great importance to encourage
more studies related to the chemical profile, standardization of extracts, and proof of pharmacological
activities of F. chica. Concerning the traditional use of F.chica leaf extract as tea, more studies should be
performed in order to evaluate the phytochemical composition of aqueous infusions, considering that
almost all studies on leaves have used extract compositions with other types of solvents. New research
needs to be developed in order to add scientific evidence that favors the use of this and other medicinal
species, both in Brazil and in other regions of the world.

The scientific investigations cited in this study contribute to the construction of arguments, providing a
solid basis to attribute anti-inflammatory, antioxidant, and healing properties to Fridericia chica, thus
demonstrating the scientific bases that justify its use in traditional medicine.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo anti-inflamatoria e antioxidante dos extratos brutos (aquoso e em acetato

de etila) da espécie Fridericia chica em cultura celular in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

a) Obter os extratos brutos (aquoso e em acetato de etila) e o perfil quimico dos extratos
da espécie Fridericia chica;

b) Fracionar o extrato bruto em acetato de etila da espécie Fridericia chica;

¢) Avaliar a modulacéo da atividade da enzima Ciclooxigenase 2 pela molécula carajurona,
uma das substancias majoritarias presente na espécie Fridericia chica: modelo in silico.

d) Avaliar as atividades anti-inflamatoria, antioxidante e cicatrizante dos extratos brutos
da espécie Fridericia chica (aquoso e em acetato de etila) e das fragdes (acetato de etila)
em cultura celular.

e) Awvaliar o potencial do extrato aquoso da espécie Fridericia chica na diferenciacéo de
linfocitos (Th17 e Treg) e na producdo da quimiocina CCL-22 induzida por IL-4.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem do Material Vegetal

A primeira coleta das folhas de Fridericia chica foi realizada no més de novembro, do
ano de 2019. A segunda coleta foi realizada no més de agosto, do ano de 2022. As coletas foram
realizadas no setor de plantas medicinais e hortalicas da Embrapa Amazonia Ocidental,
localizada na Rodovia AM 010, Km 29, com o auxilio do Prof. Dr. Francisco Célio M. Chaves.
As amostras botanicas de crajiru (Fridericia chica) do tipo I, foram depositadas em forma de
exsicatas no Herbario EAFM do Instituto Federal do Amazonas — Zona Leste, com numeragao
de acesso EAFM 6791.

4.2. Preparo dos Extratos de Fridericia chica

Para este projeto foram preparados dois tipos de extratos da espécie Fridericia chica:
extrato aquoso por infusdo e extrato acetato de etila. As folhas foram coletadas, secas a
temperatura ambiente e na sombra, posteriormente cominuidas por moinho de facas, obtendo-

se um po avermelhado.

4.2.1. Extrato Aquoso por Infusdo

Para a obtencdo do extrato aquoso por infusdo foram pesados 150 g do p6 das folhas e
adicionados em 1 L de agua destilada fervida em um Becker tampado por 30 minutos. Apds a
infusdo, o extrato obtido foi filtrado e seco por nebulizacdo atraves do equipamento de mini
spray dryer (LABMAQ DO BRASIL LTDA) a temperatura de 90 °C, sem qualquer uso de
adjuvante de secagem. O rendimento final foi calculado por regra de trés simples, obtendo-se
9,028% do extrato seco. O procedimento foi realizado no Laboratério de Inovagdo e
Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (LIDETEF) na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
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4.2.2. Extrato Acetato de Etila

Para a preparacdo do extrato acetato de etila, a partir da extracdo por maceracao,
utilizou-se 1.270 g do p6 das folhas em 3 L do solvente acetato de etila (Synth) incialmente. O
material vegetal e o solvente foram divididos igualmente, adicionados em duas garrafas de 4 L
(vidro ambar) e deixados na capela de exaustdo (INCONEX CIENTIFICA), em maceragio com
o solvente, por 48 h. O processo de maceracao foi repetido até exaurir completamente o material
boténico. Ap6s a maceracdo do material vegetal, de acordo com o intervalo de tempo
estabelecido, o extrato bruto obtido foi filtrado em papel de filtro, concentrado em evaporador
rotativo (Fisatom 803) a 45 °C e vacuo (Prismatec 131) de aproximadamente 425 mbar,
recuperando-se o solvente contido no extrato. Em seguida, o extrato foi filtrado com algodéao e
adicionado em um recipiente de vidro, previamente pesado e levado ao dessecador
(VIDROLABOR®), contendo silica gel, para a absor¢do total da umidade da amostra. Em
seguida, o recipiente de vidro contendo o extrato foi pesado e calculou-se o rendimento. O
procedimento foi realizado no Laboratdrio Central de Analises, na Escola Superior de Ciéncias
da Saude (ESA) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA).

4.2.3. Fracionamento do Extrato Bruto Acetato de Etila de Fridericia chica

O fracionamento cromatografico do extrato bruto de Fridericia chica (38,781 g) foi
realizado em coluna de vidro, utilizando como fase estacionaria, silica gel 60 (230-400 mesh)
da Neon® e como fase mével, mistura de solventes grau P.A (gradientes) em ordem crescente
de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, respectivamente) (COSTA et
al., 2006).

A gquantidade de silica utilizada no fracionamento cromatografico consistiu em cerca
de 20 vezes a massa do analito (735,62 g) a ser purificado, e duas vezes a quantidade da amostra
para o preparo da pastilha (77.562 g) (MATOS, 2009). Foram utilizados a combinagéo de
eluentes (solventes grau P.A) para a separacdo cromatografica em ordem crescente de
polaridade (hexano > diclorometano > acetato de etila > metanol). Para a solubilizacdo da
pastilha, utilizou-se os solventes diclorometano e metanol, ambos foram evaporados, e a
pastilha foi adicionada a coluna cromatografica.

Foram obtidas dez fragOes provenientes do fracionamento (F1 — F10). Todas as fragdes
foram rotaevaporadas separadamente, utilizando-se um evaporador rotativo (Fisatom 803) a 45

°C e vacuo (Prismatec 131) de aproximadamente 425 mbar, sendo realizado a recuperagédo do
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solvente contido nas fracGes. As fracGes foram adicionadas em recipientes de vidro,
devidamente identificados, previamente pesado e levado ao dessecador (VIDROLABOR®,
contendo silica gel, para a absorc¢do total da umidade da amostra. Em seguida, o recipiente de
vidro contendo a fragdo foi pesado e calculou-se a quantidade da amostra. O procedimento
cromatografico foi realizado no Laboratério Central de Analises, na Escola Superior de
Ciéncias da Saude (ESA) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA).

4.3. Prospecgdo Quimica dos Extratos de Fridericia chica

Solugdes estoque (1 mg. mL™?) dos extratos foram preparadas em metanol. Aliquotas (5
uL) das solucdes estoque foram posteriormente diluidas a 5 pg. mL™, sendo as solucdes
resultantes analisadas por infusdo direta no espectrometro de massas. Todos 0s espectros de
massas foram registrados em modo de monitoramento continuo (Thermo LCQ Fleet Tune
application) utilizando-se um equipamento LCQ Fleet, equipado com fonte de lonizagdo por
Eletrospray (ESI) e operando no modo positivo de aquisicdo para as analises de Espectrometria
de Massa com lonizacdo por Eletrospray (ESI-MS) e Espectrometria de Massa em tandem com
lonizacdo por Eletrospray (ESI-MSn). Os espectros foram obtidos a partir da média de pelo
menos 10 espectros adquiridos. As amostras foram infusionadas na fonte de ESI através da
bomba seringa do equipamento (10 puL.min-1). As condi¢Bes analiticas da anélise foram as
seguintes: voltagem spray, 5 kV; gas de bainha, 10 arb; gas auxiliar, 5 arb; gas de varredura, 0
arb; temperatura capilar, 200 °C; tensdo capilar, 40 V; lente de tubo, 115 V;faixa de
massa, m/z 200 a 400; gas de colisdo, He. Os espectros de ESI-MSn foram obtidos a partir da
aplicacdo de energia de 20 a 30%. O procedimento foi realizado no Laboratorio da Central
Analitica no Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas
(UFAM).

4.4. Andlise do perfil quimico das frac6es de Fridericia chica

As fracBes (F5 a F10), obtidas a partir do extrato acetato de etila, foram solubilizados
em metanol HPLC, gerando soluc@es estoque de 1000 Partes por milhdo (ppm). Aliquotas (10
pL) dessas solugdes foram transferidas para vials contendo 1 mL de Metanol (MeOH). Em
seguida, 5 pL das solugdes diluidas foram analisadas por insercdo direta no espectrdmetro de
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massas do tipo ion trap, modelo LCQ Fleet, equipado com fonte de lonizacdo Quimica de
Pressdo Atmosférica (APCI) operando nos modos positivo e negativo. Os parametros analiticos
utilizados foram os seguintes: corrente de descarga: 5 pA; temperatura do vaporizador: 320 °C;
temperatura capilar: 220 °C; gas de revestimento: 30 psi; gas auxiliar: 10 arb, faixa de massa,
m/z 100-1000. Os espectros de massa em tandem (MS/MS) foram adquiridos utilizando hélio
como gas de colisdo e energia variando entre 20-30 %. O procedimento foi realizado no
Laboratério da Central Analitica no Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM).

4.5. Analise dos Espectros

Os espectros UV visivel do pigmento isolado foram registrados em um
espectrofotdbmetro em 0,1% de acido cloridrico em metanol, seguido da adi¢do de duas ou trés
gotas de cloreto de aluminio a 5%. A elucidacdo estrutural da molécula foi baseada em analise
dos espectros de RMN 400.13 MHz (1H) e 100.62 MHz (13C). As mudancgas quimicas foram
determinadas em relacdo ao tetrametilsilano a 0 ppm. Os espectros foram estabelecidos a partir
dos sinais dos experimentos bidimensionais COZY, HMQC e HMBC. Uma amostra de cristal
de carajurina foi dissolvida em cloroférmio deuterado (CDCI3) e analisada, enquanto outra
amostra foi dissolvida em metanol deuterado (CD30OD), analisada apés 1 h. Os espectros
positivos para carajurina foram identificados por espectrometria de massa com ionizagao por
eletrospray (ESI-MS).

4.6. Ancoragem Molecular

O método de ancoragem molecular foi realizado com a estrutura cristalogréafica da
proteina Ciclooxigenase-2 (COX-2), complexada com o ligante Rofecoxib (RCX) inibidor
especifico da COX-2. A proteina COX-2, de origem humana (Homo sapiens), esta disponivel
no banco de dados Protein Data Bank (PDB) (c6digo: 5KIR), com resolucéo de 2,7A. (Orlando
& Malkowski, 2016). As estruturas tridimensionais (3D) dos ligantes da carajurona, 6,7,4'-tri-
hidroxi-5-metoxi-flavilio, carajurina e Rofecoxib (RCX) foram geradas a partir do software
Marvin Sketch (ChemAxon, 2017). A otimizagdo geométrica de todos os ligantes foi feita pelo
método semi-empirico PM7 (Stewart, 2013) disponivel no software MOPAC2016 (Stewart,
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2016). A preparacdo do receptor e dos ligantes foi alcancada através do software Autodock tools
(Morris et al., 2009), sendo o grid box definido em relacao ao sitio ativo ocupado pelo ligante
RCX. O procedimento de ancoragem foi entéo realizado pelo software Autodock Vina (Trott &
Olson, 2010). Os resultados foram processados com o auxilio do software Discovery Studio
(Discovery Studio Visualizer, 2016).

4.7. Experimentacdo Celular in vitro

4.7.1. Preparo dos Extratos Vegetais para Adicdo em Cultura Celular

4.7.1.1. Extrato Aquoso de Fridericia chica

Foram pesados 5mg do extrato aquoso de Fridericia chica e adicionou-se 1 mL do meio
de cultura RPMI 1640 (Gibco®, Life Technologies, EUA) suplementado com 10% de SFB
(Gibco®, Life Technologies, EUA), (1%) 2mM de L-glutamina, penicilina/estreptomicina a 1%
(Gibco®, Life Technologies, EUA). Em seguida a solugio foi homogeneizada e filtrada (filtro

de seringa com poro 0.22 pm).

4.7.1.2. Extrato Acetato de etila de Fridericia chica

Foram pesados 5mg do extrato acetato de etila de Fridericia chica e incorporados em
50uL de Dimetilsuféxido (DMSO). Logo apds, adicionou-se 950uL do meio de cultura RPMI
1640 (Gibco®, Life Technologies, EUA) suplementados com 10% de SFB (Gibco®, Life
Technologies, EUA), (1%) 2mM de L-glutamina, penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco®, Life
Technologies, EUA). Em seguida a solugdo foi homogeneizada e filtrada (filtro de seringa com

poro 0.22 pm).

4.7.2. Obtencao das pegonhas de Bothrops atrox

A peconha de serpentes adultas (n=7) da espécie Bothrops atrox foi fornecida pelo
Serpentario do Museu da Amazdnia (MUSA) em parceria com a Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), sob Comité de Etica Animal
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(001552/2017.011) e registrado no SISGEN sob o processo A3A5599, para fins cientificos. Os
venenos foram imediatamente transportados em gelo seco até o laboratorio do Instituto de
Pesquisa Clinica Carlos Borborema. Posteriormente, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 4500 RPM por 20 minutos, para separacdo de células e outros materiais. Foi
feito um pool com o0s venenos obtidos, e entdo armazenado -80°C até a realizacdo dos

experimentos.

4.7.3. Sangue humano

As amostras do sangue periférico, utilizadas para a obtencdo dos leucdcitos, foram
coletadas de doadores saudaveis (CAAE: 44561521.4.0000.0005). O sangue foi coletado

assepticamente em tubos contendo Citrato de Sédio.

4.7.4. Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

As Células Mononucleares Periféricas (PBMC) foram isoladas por gradiente de
densidade, utilizando o meio de separacdo Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich), seguindo as
recomendacOes do fabricante. As células foram centrifugadas a 500 RCF, por 20 minutos a
22°C. Em seguida, a camada de células brancas (PBMC) foi coletada, utilizando-se uma pipeta
pasteur, e foram realizadas duas lavagens com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS 1X
-pH 7,2) a 500 RCF, por 10 minutos a 22°C. Posteriormente, as células foram ressuspensas em
meio de cultura RPMI 1640 (suplementado com 10% de SFB, (1%) 2mM de L-glutamina e 1%
de penicilina/estreptomicina) e avaliadas pelo método de contagem em Cémara de Neubauer,

utilizando-se o corante Azul de Trypan.

4.7.5. Avaliacéo da citotoxicidade dos extratos de Fridericia chica pelo método de MTT

Para avaliar a toxicidade dos extratos de Fridericia chica, sobre as linhagens celulares
de Mondcitos Humanos Derivados de Leucemia Monocitica (THP-1), Macrofagos de
Camundongos (J774-Al), células de Leucemia Mieloide Aguda Humana (HL60) e Células
Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC), foi utilizado o método de avaliacdo
colorimétrica de brometo de 3(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio (MTT), descrito por

MOSMANN (1983). Em células viaveis, a solucdo de MTT (coloragdo amarela) é reduzida em
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um composto chamado formazan (coloracdo purpura) por acdo das desidrogenases
mitocondriais. A viabilidade celular é apontada pela quantificacdo da producdo de cristais de
formazan conforme a presenca de desidrogenases ativas e a absorbancia pode ser determinada
por medicgdo espectrofotométrica.

A linhagem celular de mondécitos humanos derivados de leucemia monocitica (THP-1)
foi cultivada em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de SFB, (1%) 2mM de L-
glutamina e 1% de penicilina/estreptomicina. As células THP-1 foram plaqueadas em placas de
96 pocos a uma densidade de 1 x 10° células/poco em meio RPMI contendo forbol 12-miristato-
13-acetato (PMA) a 200ng/mL para induzir a diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos.
Posteriormente, os macrdfagos foram lavados com meio RPMI e deixados em repouso por mais
48h, realizando-se a troca do meio diariamente. Apds 48 horas, as células THP-1 foram tratadas
com os extratos de Fridericia chica (aquoso e acetato de etila) nas concentragdes de 1pg/mL,
10pg/mL, 100pg/mL e 1000 pg/mL. A estaurosporina, na concentragao de 2,5uM, foi utilizada
como controle positivo. As células foram incubadas em atmosfera tmida a 37°C, contendo 5%
de CO, durante 48 horas.

Os macréfagos de camundongo da linhagem J774-Al foram cultivados em meio
Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®, Life Technologies, EUA),
suplementados com 10% de SFB, (1%) 2mM de L-glutamina e 1% de
penicilina/estreptomicina, plaqueados a uma densidade de 2 x 10° células/mL em placas de 96
pocos, incubadas “overnight” a 37°C em 5% de CO». No dia seguinte, as células foram tratadas
com o extrato aquoso de Fridericia chica nas concentrages de 10 pg/mL, 30 pg/mL, 100
png/mL e 300 pug/mL. O veneno de Bothrops atrox na concentracdo de 6,25 pug/mL, foi utilizado
como controle positivo. As células J774-A1 foram incubadas por 24 horas em atmosfera Umida,
a 37°C, contendo 5% de CO..

A linhagem celular de leucemia mieloide aguda humana (HL60) foi cultivada em meio
RPMI 1640, suplementados com 10% de SFB, (1%) 2mM de L-glutamina e 1% de
penicilina/estreptomicina. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos a uma densidade
de 1 x 10° células/pogo em meio RPMI, incubadas em atmosfera imida a 37°C, contendo 5%
de COy, por 24h. Apos a formacdo da monocamada, as células HL60 foram tratadas com o
extrato aquoso de Fridericia chica nas concentragfes de 12 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100
pug/mL. Como controle positivo foi usado DMSO 100%. Os tratamentos foram avaliados nos
tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas.

As Células Mononucleares Periféricas (PBMC) foram plaqueadas em meio de cultura
RPMI 1640, suplementados com 10% de SFB, (1%) 2mM de L-glutamina e 1% de
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penicilina/estreptomicina, a uma densidade de 1 x 10° células/pogo em placas de 96 pogos. Em
seguida, foram incubadas “overnight” em atmosfera umida a 37°C, contendo 5% de CO..
Posteriormente as células foram pré-tratadas com os extratos aquoso e acetato de etila (1 pg/mL,
3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL) e com as fragbes F5, F6, F7, F8, F9 e F10 (30
pug/mL) de Fridericia chica, durante 4h. Apds o pré-tratamentos, as células foram tratadas com
0 veneno de Bothrops atrox, na concentracdo de 5 pg/mL, em atmosfera umida a 37°C,
contendo 5% de CO», durante 24 horas.

Ao completar o tempo de tratamento, os sobrenadantes foram retirados e as células
foram expostas a solugdo de MTT (10pL) na concentracdo de 5Smg/mL em meio RPMI 1640
(90uL) durante 3 horas. Posteriormente removeu-se a solucdo de MTT da placa, adicionou-se
100pL de DMSO aos pocos. A placa foi mantida sob agitacdo por 20 minutos para total
dissolugéo dos cristais de formazan. As leituras foram realizadas em leitor de microplacas
AccuSkan FC Fisher Scientific do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema/ FMT-HVD,
com absorbancia de 620 nm. Sendo linearmente proporcional ao numero de células viaveis. A
viabilidade celular foi calculada usando a equacdo: Viabilidade celular em % = (AbSamostra X
100 / AbScontrole), onde a AbSamostra € @ absorbancia de células tratadas com os extratos e o
Abscontrole € @ absorbancia das células s6 com o meio de cultura. Os resultados obtidos foram

calculados em escala logaritmica e analisados no software GraphPad Prisma 8.0.

4.7.6. Deteccao de Espécies Reativas de Oxigénio Intracelular (iROS)

Os niveis de iROS foram analisados pela sonda fluorescente 2'7'-Acetato
Diclorofluoresceina (DCFDA). O DCFDA difunde-se pela membrana celular e é hidrolisado
por esterases intracelulares, formando a diclorofluoresceina (DCF néo fluorescente), que reage
com HO; intracelular, formando a diclorofluoresceina oxidada (oxDCF, fluorescente),
medindo-se os niveis de fluorescéncia. As Células Mononucleares Periféricas (PBMC) foram
plagueadas em meio de cultura RPMI 1640, suplementados com 10% de SFB, (1%) 2mM de
L-glutamina e 1% de penicilina/estreptomicina, a uma densidade de 1 x 10° células/pogo em
placas de 96 pocos e incubadas “overnight” em atmosfera umida a 37°C, contendo 5% de COs..
Posteriormente as células foram pre-tratadas com os extratos aquoso e acetato de etila (1 pg/mL,
3 ug/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL) e com as fragdes F5, F6, F7, F8, F9 e F10 (30
pg/mL) de Fridericia chica, durante 4h. Em seguida, as células foram tratadas por 4 horas com
estaurosporina na concentracao de 2,5 uM, em atmosfera imida a 37°C, contendo 5% de CO..
Apos o tratamento, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 200 ul/ poco de DCFDA (25uM)

as culturas por 45 minutos, a 37°C em 5% de CO>, ao abrigo da luz. Os niveis de fluorescéncia
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foram medidos em leitora de microplacas multimodo GloMax® Explorer do Instituto de
Pesquisa Clinica Carlos Borborema/ FMT-HVD, com excitacdo de 475 nM e emissao de 500-
550 nM.

4.7.7. Determinacao do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥m)

O lodeto de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3)) (Sigma, Brasil) é um
corante lipofilico que permite avaliar o potencial das membranas citoplasmatica e mitocondrial
gerada pela diferenca de concentracdo de ions no interior e exterior das membranas. As Células
Mononucleares Periféricas (PBMC) foram plaqueadas em meio de cultura RPMI 1640,
suplementados com 10% de SFB, (1%) 2mM de L-glutamina e 1% de
penicilina/estreptomicina, a uma densidade de 1 x 10° células/poco em placas de 96 pogos e
incubadas “overnight” em atmosfera umida a 37°C, contendo 5% de CO». Posteriormente as
células foram pré-tratadas com os extratos aquoso e acetato de etila (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10
pug/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL) e com as fragdes F5, F6, F7, F8, F9 e F10 (30 pg/mL) de
Fridericia chica, durante 4h. Em seguida, as células foram tratadas por 4 horas com
estaurosporina na concentracao de 2,5 UM, em atmosfera Umida a 37°C, contendo 5% de CO..
Ap0s o tratamento, retirou-se o sobrenadante e as células foram incubadas com 100 pl/ poco de
DiOC6 (2uM) por 12 minutos, a 37°C em 5% de COa. Logo ap0s, as células foram lavadas trés
vezes com 100pL de PBS 1X. Os niveis de fluorescéncia foram medidos em leitora de
microplacas multimodo GloMax® Explorer do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema/
FMT-HVD, com excitacdo de 475 nM e emissdo de 500-550 nM.

4.7.8. Quantificacdo de Citocinas

Foram coletados os sobrenadantes da cultura celular das Células Mononucleares
Periféricas (PBMC), pré-tratadas com os extratos (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e
50 pg/mL) e com as fragGes F5, F6, F7, F8, F9 e F10 (30 pg/mL) de Fridericia chica, por 4h e
posteriormente tratadas com o veneno de Bothrops atrox (5 pg/mL), por 24 horas. As
concentracOes das citocinas IL-10, IL-6, IL-1B ¢ TNF-o foram determinadas usando o kit de
imunoensaio BD OptEIA ™ (BD Biosciences, San Diego, EUA), de acordo com as instrugdes
do fabricante.
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4.7.9. Ensaio de Motilidade Celular

Para avaliar a capacidade de migracdo celular in vitro das células MRC-5, tratadas com
0 extrato aquoso de Fridericia chica, foi utilizado o método descrito por Liang e colaboradores
(2007). O ensaio baseia-se na criagdo de um espago artificial (“arranhdo”), em uma
monocamada de célula confluente, onde as células da borda irdo mover-se para fechar
completamente 0 novo espago criado (Liang; Park; Guan et al., 2007). Os fibroblastos isolados
a partir do pulmao humano (MRC-5) foram cultivados em meio de cultura DMEM, contendo
(1%) 2mM de L-glutamina e 1% de penicilina/estreptomicina. As células foram plaqueadas a
uma densidade de 5 x 10* células/poco em atmosfera Umida, a 37°C, contendo 5% de CO2,
durante 24h. Posteriormente, utilizando uma ponteira de 1- 200 pL foi feito um risco no meio
da monocamada de células contidas em todos 0s pogos. Logo ap6s, as células foram tratadas
com as diferentes concentragOes do extrato aquoso de Fridericia chica (0,5 pg/mL, 1 pg/mL e
5 pg/mL) e Vitamina C (25uM), por 24h. O comportamento das células foi observado e

fotografado no tempo inicial, apds o risco e apos o periodo de 24 horas.

4.7.10. Animais

Camundongos machos C57BL/6 livre de patdgenos especificos (WT), com 5 semanas
de idade (20-23 gramas), foram obtidos no biotério do Departamento de Imunologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/USP). Os animais foram mantidos no biotério
do Departamento de Farmacologia da FMRP/USP, em temperatura ambiente de 21 + 1 °C, com
ciclos claro e escuro de 12 horas e acesso a comida e &4gua ad libitum. Os experimentos foram
conduzidos com a aprovacéo do Comité de Etica e Pesquisa animal da FMRP/USP (ndmero do
protocolo 117/2020).

4.7.11. Isolamento e Diferenciacao de Linfdcitos

Células T CD4" foram isoladas dos Linfonodos (cervical, braquial, axilar e inguinal) e
do bago, coletados em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de SFB, 1 mL de antibidtico
antimicotico e 55 uM B-mercaptoetanol. As amostras foram processadas usando um filtro de
100 um e centrifugadas a 4°C, 450 g, por 6 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado,
as células foram ressuspensas em tampdo de Lise (2 mL/ camundongo) e deixadas em repouso

por 2 minutos em temperatura ambiente. Apds os 2 minutos foram adicionados 20 mL de meio
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RPMI. Logo apds as células foram centrifugadas novamente, o sobrenadante foi descartado e
as celulas foram ressuspensas em 20 mL de meio RPMI. As células foram reprocessadas
utilizando um filtro de 100 um e apds a centrifugacdo foi realizado o descarte do sobrenadante,
as células foram ressuspensas em 500 pl de RPMI completo e incubadas na estufa por 30
minutos. Posteriormente as células foram incubadas com anticorpo anti-CD4L3T4 (Miltendy
Biotec 1130049201) por 15 minutos. Logo apds, as células passaram por um processo de
selecdo positiva utilizando colunas (130-042-401 Miltendy Biotec) para separagdo manual. As
células obtidas foram lavadas e incubadas com anti CD25 (556642 BD Biosciences) por 10
minutos. Seguidamente foi realizada a triagem de células CD4* CD25" utilizando o classificador
FACSria Ill (BD Biosciences). As celulas obtidas foram lavadas, ressuspensas e plaqueadas a
uma densidade de 1.000.000 células/pogo, em placas de 96 pocos, pré-revestidas com anti CD3
e anti CD28, durante 5h. Na primeira placa, para induzir a diferenciacdo de linfocitos T
reguladores, foram adicionadas diferentes concentragcdes de TGF B (3 ng/mL, 1 ng/mL e 0,3
ng/mL). Na segunda placa, para induzir a diferenciacdo e a proliferacdo de Thl17, foram
adicionados TGF B (2,5 ng/mL) e IL6 (20 ng/mL). Logo em seguida, foram adicionadas
diferentes concentragdes do extrato aquoso de Fridericia chica (10 pg/mL, 30 pg/mL e 100
Hg/mL), em ambas as placas, durante 72h. As placas foram incubadas em atmosfera Umida, a
37°C, contendo 5% de COa.

4.7.12. Marcacéo Extracelular e Intracelular por Citometria de Fluxo

Apbs 72h a incubacdo com o extrato aquoso de Fridericia chica, as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. As células foram transferidas para outra placa
de 96 pocos de fundo U. Em seguida, foi adicionado em cada poco da placa, meio RPMI
completo, PMA (50 ng/mL), lonomicina (1 uM) e Brefeldina A (10 pg/mL). As células foram
incubadas por 4 horas, a 37°C ¢ 5% de COg. Posteriormente foram realizadas as etapas de
coloracéo, fixacédo e permeabilizacdo, seguindo as instrucdes do fabricante (eBioscience). As
celulas foram coradas com os marcadores extracelulares, os anticorpos anti CD4 (1:300) e DYE
(1:3000), por 20 minutos a temperatura ambiente. Logo apos as células foram permeabilizadas
e fixadas com kit de solucdo Perm/Fix (eBioscience) e corados com os marcadores
intracelulares, os anticorpos FOXP3 (1:200) e IL17 (1:200), por 20 minutos. Apo6s 20 minutos,
as células foram centrifugadas (4°C, 450 g, por 6 minutos), ressuspensas em tampao FACS e
analisadas no citdmetro FACS Verse (BD Bioscience), e pelo Software FlowJo 10 (Treestar).
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4.7.13. Polarizacéo de Macrofagos

Os macrofagos derivados da medula éssea (BMDMSs) foram obtidos usando o meio
condicionado L929 como fonte de fator estimulador de coldnias de macréfagos (M-CSF). As
células da medula 6ssea foram obtidas de camundongos machos C57BL/6, com 6 semanas, por
lavagem dos fémures. Apos a centrifugacéo, as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640
suplementado com 20% de meio celular condicionado L929, 10% de SFB (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e fungizona (2,5 pg/mL).
Células da medula 6ssea foram cultivadas em quatro placas de Petri ndo tratadas (Corning,
430591) e incubadas a 37°C, contendo 5% de CO., durante quatro dias. Apds quatro dias de
cultivo, foi adicionado meio RPMI 1640 suplementado, e as células foram incubadas por mais
trés dias. Posteriormente, o0s BMDMs foram coletados, plagueados e estimulados com IL-4 (20
ng/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) para a diferenciacdo de M2, na presenca das
diferentes concentragdes do extrato aquoso de Fridericia chica (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL
e 30 pg/mL).

4.7.14. Testes estatisticos

Foi utilizado Anélise de Variancia com um fator ou dois fatores (ANOVA One-Way ou
Two-Way), de acordo com o delineamento experimental, foram aplicados comparacdo de
multiplas médias, utilizando-se o teste de Tukey para comparacdo pos-teste. A correcao de
Bonferroni foi aplicada para correcdo de comparagfes maltiplas. As curvas de 1C50% foram
obtidas por regressao nao-linear. Os dados foram expressos como média e desvio padrao, nivel
de significancia adotado de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencdes e Rendimentos dos Extratos de Fridericia chica

Para a realizacdo deste projeto foram obtidos dois tipos de extratos brutos, aquoso e
acetato de etila. O extrato aquoso foi obtido pelo método de infusdo e o extrato acetato de etila
a partir do método de maceracgdo. A secagem do extrato aquoso ocorreu por nebulizacdo, através
do equipamento de mini spray dryer, enquanto a secagem do extrato acetato de etila foi atraves
do dessecador contendo silica gel. Observa-se na figura 1 o extrato aquoso (A) e o extrato de
acetato de etila (B), ap6s passarem pelo método de secagem. Os rendimentos dos extratos de

Fridericia chica estdo expressos na tabela 1 de acordo com o método de secagem.

Figura 1. Extratos brutos da espécie Fridericia chica. A. Extrato aquoso (Nebulizagdo). B. Extrato
acetato de etila (Dessecador/ silica gel).

Tabela 1. Rendimento percentual dos extratos de Fridericia chica.

Extrato Meétodo de secagem Rendimento (%)
Aquoso (Infuséo) Nebulizacdo 9,028
Acetato de etila Evaporacao 3,053

Os rendimentos percentuais dos extratos foram calculados através de regra de trés simples, no qual o
extrato aquoso apresentou um maior rendimento em comparacao ao rendimento extrato acetato de etila.
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5.2. Obtencdes e Rendimentos das Fragdes do Extrato Bruto Acetato de Etila

No fracionamento a partir do extrato bruto acetato de etila, realizado por cromatografia

em coluna, foram utilizados diferentes solventes, de acordo com a ordem crescente de

polaridade. Na figura 2 é possivel observar as dez fragdes (F1-F10) obtidas. O rendimento de

cada fracdo foi calculado, conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2. Rendimento das Fragdes obtidas a partir do extrato bruto em acetato de etila.

Fracao Gradiente Proporcéo V(OrLUS € Quarg;i)dade

- Hexano 100% 1700 Descartada
F1 Hexano: Diclorometano 7:3 1250 1,632
F2 Hexano: Diclorometano 3:7 500 4,188
F3 Diclorometano: Acetato 8:2 1500 0,560
F4 Diclorometano: Acetato 8:2 2000 11,783
F5 Diclorometano: Acetato 1:1 3000 3,938
F6 Acetato 100% 2000 1,787
F7 Acetato: Metanol 9,5:0,5 2000 2,558
F8 Acetato: Metanol 8:2 500 0,442
F9 Acetato: Metanol 1:1 1000 3,139
F10 Metanol 100% 4000 1,034

As guantidades das fragBes em gramas, foram calculadas pela subtracéo do peso do frasco com a amostra
(P.F.A) pelo peso do fraco vazio (P.F).
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Figura 2. FracGes (F1-F10) obtidas a partir do extrato bruto em acetato de etila da espécie Fridericia
chica. As fragBes foram obtidas por cromatografia em coluna, de acordo com a ordem crescente de
polaridade dos diferentes solventes.
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5.3. Perfil Quimico dos Extratos brutos e das FracGes de Fridericia chica

Nas Figuras 3 e 4 sdo apresentados o0s espectros relacionados ao perfil quimico dos
extratos brutos (aquoso e acetato de etila) e das Fragdes (F5 a F10) da espécie Fridericia chica.
Os espectros mostram 0s ions (substancias, interferentes ou contaminantes) presentes nos
extratos brutos e nas fracBes. De acordo com 0s espectros encontrados no extrato aquoso,
observa-se que ele é um extrato mais é complexo (maior quantidade de ions com intensidades
elevadas). O extrato acetato de etila € considerado um extrato mais limpo (puro), quando
comparado ao extrato aquoso, sendo formado principalmente pelos ions 299 e 285. Os ions 299
e 285 foram identificados, juntos ou individualmente, nos extratos brutos e nas Fracdes (F6, F7,
F8, F9 e F10), por isso foram selecionados para a realiza¢do do processo de fragmentacdo e

determinacdo das substancias.
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Figura 3. Perfil quimico dos extratos de Fridericia chica.

As analises do perfil quimico dos extratos de Fridericia chica ocorreram pela solubilizacdo do extrato aquoso (infusdo) e do extrato acetato de etila em
metanol e a analise por infusdo direta no espectrdmetro de massa. Os ions 299 e 285 foram identificados com intensidades elevadas nos dois extratos. De
acordo com a diminuigdo da intensidade elevada dos ions, observado no espectro B, o extrato acetato de etila € mais limpo e menos complexo, sendo
considerado o mais puro.
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Figura 4. Perfil quimico das Fra¢des (F5-F10) obtidas a partir do extrato bruto em acetato de etila da
espécie Fridericia chica. As Fracdes foram solubilizadas com metanol e analisadas por infuséo direta
no espectrometro de massa. Os ions (299 e 285) foram identificados nas fracdes, juntos (F7, F8 e F10)
ou individualmente (F6 e F9).
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5.4. Fragmentacdo dos ions com intensidades elevadas nos extratos de Fridericia chica.

A partir da analise dos ions (299 e 285), que apresentaram intensidades elevadas nos
extratos brutos (aquoso e acetato de etila) e foram identificados nas fracoes, foi possivel
identificar substancias principais existentes na espécie Fridericia chica. O ion 299 (A) é o
pigmento conhecido como carajurina (componente principal da espécie) e o ion 285 (B) que é
chamado de carajurona, ambos sdo pigmentos majoritarios pertencentes a espécie Fridericia

chica (figura 5).
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Figura 5. Identificacdo dos ions 299 e 285 presentes nos extratos de Fridericia chica. A fragmentacédo
dos ions 299 e 285 presentes nos espectros dos extratos e fragdes analisadas, foram realizadas por meio
da espectrometria de massa. Os ions 299 (A) e 285 (B) apresentaram-se com intensidades elevadas nos
extratos brutos e foram identificadas nas fragBes. O ion identificado no espectro A é a carajurina,
(pigmento principal encontrado na espécie Fridericia chica), no espectro B encontra-se 0 pigmento
carajurona, fons identificados como pigmentos principais responsaveis pela presenca da coloragdo
avermelhada da espécie.
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5.5. Ancoragem das Moléculas desoxiantocianidinas, pertencentes a espécie Fridericia
chica, em Sitios Ativos da Proteina Ciclooxigenase-2 (COX-2)

O ensaio de ancoragem molecular foi avaliado a partir da ligacdo de Rofecoxib (RCX),
inibidor especifico de COX-2, e das moléculas desoxiantocianidinas, isoladas da espécie
Fridericia chica, em sitios ativos da proteina Ciclooxigenase-2 (COX-2). A estrutura
cristalogréafica de COX-2 (proteina de origem humana) foi complexada com o ligante rofecoxib,
resultando em uma energia de ligag&o de -10,3 (kcal/mol). A molécula B, carajurona (6,7,4'-tri-
hidroxi-5-metoxi-flavilio), apresentou uma energia de ligacdo de -8,0 (kcal/mol), a qual mais
se aproximou da energia de ligacdo apresentada por rofecoxib, em relacdo a energia de -7,8
(kcal/mol) apresentada pela molécula C, carajurina (6,7-di-hidroxi-5,4'-dimetoxi-flavilio)
(tabela 3).

Tabela 3. Energias de ligacao para a ancoragem molecular entre os ligantes e o sitio ativo da COX-2.

Ligante Energia de ligacéo (kcal/mol)
Rofecoxib -10,3
Molecula B (Carajurona) -8,0
Molecula C (Carajurina) -7,8

A molécula B, carajurona (6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxi-flavilio), apresentou uma energia de ligacédo (-8,0
kcal/mol) mais proxima do Rofecoxib (-10,3 kcal/mol), inibidor especifico da COX-2, em relacéo a
molécula C, carajurina (-7,8 kcal/mol). As energias de ligacdo foram calculadas pelo software AutoDock
Vina para a ancoragem molecular entre os ligantes e o sitio ativo da COX-2.

De acordo com a figura 7, a molécula de rofecoxib apresentou ligagdes hidrofobicas
LEU-352, ALA-527, VAL-349, SER-353, VAL-523, PHE-518, além de duas interacdes de
hidrogénio. A molécula B (carajurona) apresentou uma interagdo com hidrogénio, além de
algumas ligacdes semelhantes a de rofecoxib, entre elas, VAL-523, ALA-527 e VAL-349. A
molécula C (carajurina) apresentou duas ligagdes com hidrogénio, uma ligacdo com ARG-513
e algumas ligacOes hidrofobicas semelhantes a de rofecoxib, como LEU-352, ALA-527, VAL-
349 e VAL-523.
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5.6. Avaliagdo da Citotoxicidade dos Extratos de Fridericia chica

De acordo com o tratamento estabelecido para cada linhagem, a avaliacdo da
citotoxicidade dos extratos brutos e das fracdes da espécie Fridericia chica sobre as células
THP-1, J774-Al (figura 9), HL60 (figura 10) e PBMC (figura 11) foi realizada utilizando-se
diferentes concentracdes, entre 1 pg/mL a 1000 pg/mL, e diferentes tempos de tratamento (24h,
48h e 72h), conforme o delineamento experimental.

As células THP-1 (mondcitos humanos derivados de leucemia monocitica),
diferenciadas, foram tratadas por 48 horas com os extratos aquoso e acetato de etila (1pug/mL,
10pg/mL, 100pg/mL e 1000pg/mL). A estaurosporina (2,5 uM/mL) foi utilizada como controle
positivo. O extrato acetato de etila apresentou maior toxicidade as células THP-1 na
concentracdo de 1000pg/mL (IC50%=264,5ug). O extrato aquoso nao apresentou toxidade em

nenhuma das concentragdes testadas (figuras 8 e 9).
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Figura 7. Avaliacdo da toxicidade dos extratos brutos da espécie Fridericia chica sobre as células THP-
1. As células THP-1 foram tratadas com os extratos brutos aquoso e acetato de etila (1 pg/mL, 10 pg/mL,
100 pg/mL e 1000 pg/mL) por 48 horas. A estaurosporina (2,5 pM/mL) foi utilizada como controle
positivo. O extrato acetato de etila apresentou maior toxicidade aos macréfagos THP-1 na concentracédo
de 1000 pg/mL. O extrato aquoso ndo atingiu 50% de efeitos nas concentracGes testadas, desta forma,
a 1C50% ndo pbde ser estimada para esse extrato. Os resultados obtidos foram analisados no software
GraphPad Prisma 8.0. As analises foram realizadas em comparagao ao controle positivo. Os dados sdo
representados como média e desvio padrdo. As médias foram comparadas por one-way ANOVA.
*p<0,05 indica os valores significativamente diferentes entre 0s grupos.
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Figura 8. Determinacdo da 1C50% para toxicidade dos extratos brutos da espécie Fridericia chica em
células THP-1. O extrato acetato de etila apresentou maior toxicidade aos macréfagos THP-1 na
concentracdo de 1000 pg/mL (1C50%=264,5ug). O extrato aquoso ndo atingiu 50% de efeitos nas
concentracOes testadas, desta forma, a IC50% néo pode ser estimada para esse extrato. Os resultados
obtidos foram calculados em escala logaritmica e analisados no software GraphPad Prisma 8.0 para
obtencdo das curvas de 1C50%, por meio de regressdo néo linear.

As ceélulas J774-Al1 (macrofagos de camundongo) foram tratadas com as diferentes
concentracOes do extrato aquoso de Fridericia chica (10 pug/mL, 30 pg/mL, 100 pg/mL e 300
pg/mL), durante 24 horas. O veneno de Bothrops atrox (BaV), na concentracao de 6,25 pg/mL,
foi utilizado como controle positivo. O extrato aquoso, nas concentragdes utilizadas, néo

apresentou toxidade para a linhagem J774-A, conforme ilustrado na figura 10.
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Figura 9. Avaliacdo da toxicidade do extrato aquoso da espécie Fridericia chica sobre as células J774-
Al. O extrato aquoso foi testado nas concentragdes de 10 pug/mL, 30 pg/mL, 100 pg/mL e 300 pg/mL,
por 24h. O veneno de Bothrops atrox (BaV) (6,25 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. O extrato
aquoso ndo apresentou toxidade as células J774-Al, em nenhuma das concentragfes testadas. Os
resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. As anélises foram realizadas em
comparagao ao controle positivo. Os dados s@o representados como média e desvio padrdo. As médias
foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores significativamente diferentes entre
0S grupos.

As células da linhagem HL60 (Leucemia mieloide aguda humana) foram tratadas com
0 extrato aquoso da espécie Fridericia chica nas concentragcdes de 12 pg/mL, 25 pg/mL, 50
pg/mL e 100 pg/mL, nos tempos de 24 horas, 48 horas e 72 horas. DMSO a 100% foi utilizado
como controle positivo. O extrato aquoso na concentracdo de 12 pg/mL, no tempo de 24h, ndo
apresentou toxidade celular. O aumento da toxicidade do extrato aquoso sobre as células HL60
foi dependente das concentra¢des e dos tempos de tratamento. A 1C50% foi igual a 6.77 uM
(figuras 11 e 12).
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Figura 10. Avaliacdo da toxicidade do extrato aquoso da espécie Fridericia chica sobre as células
HL60. O extrato aquoso foi testado nas concentragGes de 12 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL,
durante 24h, 48h e 72h. DMSO a 100% foi utilizado como controle positivo. O tratamento com a
concentracdo de 12 pg/mL, no tempo de 24h, ndo apresentou toxidade as células HL60. O aumento da
toxidade foi dependente das concentracbes e dos tempos testados. Os resultados obtidos foram
analisados no software GraphPad Prisma 8.0. As anélises foram realizadas em comparagdo ao controle
positivo. Os dados sdo representados como média e desvio padrdo. As médias foram comparadas por
one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores significativamente diferentes entre 0s grupos.
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Figura 11. Determinacdo da IC50% para toxicidade dos extratos brutos da espécie Fridericia chica em
células HL60. O efeito citotoxico do extrato aquoso sobre as células HL60 resultou em uma 1C50% de
6.719 ug. Os resultados obtidos foram calculados em escala logaritmica e analisados no software
GraphPad Prisma 8.0 para obtencéo das curvas de IC50%, por meio de regressao ndo linear.
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As células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram tratadas com diferentes
concentra¢des dos extratos brutos (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL) e com
as fragdes F5 a F10 na concentragdo de 30 pg/mL, por 24 horas. O veneno de Bothrops atrox
(BaV) (5 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. Os extratos brutos da espécie Fridericia
chica, em nenhuma das concentracdes testadas, ndo apresentaram toxidade sobre PBMC,
conforme observado nas figuras 13. O tratamento com as frac@es (F5 a F10) ndo apresentaram
toxicidade. Na presenga do veneno, as fragGes ndo reverteram a citotoxicidade causadas por
BaV (figuras 14).

Acetato de etila Aquoso
= 300 ~ 300 ] P
[ = I
2 | ek 2 p<0.0001
3 : o
= = 200+ =
o &
(3]} [«5)
g E
8 S 100
g =
: :
S > 0- I
\Q,Q \(Q\/ N D r& (’.)Q (,DQ \QJ@Q)\(Q\/ N D \9 er ODQ
S i Lo F. chica (ug/mL)
& F. chica (pg/mL & : (Y
SR (Hg/mL) 00@%4

Figura 12. Avaliacdo da toxicidade dos extratos brutos da espécie Fridericia chica sobre as PBMC. O
extratos aquosos e acetato de etila foram testados nas concentragdes de 1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL,
30 pg/mL e 50 pg/mL, por 24h. O veneno de Bothrops atrox (5 pug/mL) foi utilizado como controle
positivo. Os extratos ndo apresentaram toxidade sobre as PBMC, em nenhuma das concentracdes
testadas. Os resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. As anélises foram
realizadas em comparagdo ao controle positivo. Os dados sdo representados como média e desvio
padrdo. As médias foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores
significativamente diferentes entre os grupos
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Figura 13. Avaliacdo da toxicidade das fracGes da espécie Fridericia chica sobre as PBMC. As fracbes
(F5 a F10) e o extrato bruto acetato de etila foram avaliadas na concentracdo de 30 pg/mL, na auséncia
e na presenca do veneno de Bothrops atrox (BaV) (5 ug/mL), utilizado como controle positivo. O extrato
bruto acetato de etila e as fragdes ndo apresentaram toxidade sobre as PBMC, na concentracéo testada.
As fragBes e o0 extrato bruto ndo conseguiram reverter a citotoxicidade causadas por BaV sobre PBMC,
na concentragdo testada. Os resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. As
andlises foram realizadas em comparacéo ao controle positivo. Os dados séo representados como média
e desvio padrdo. As médias foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores
significativamente diferentes entre 0s grupos.
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5.7. Atividade antioxidante dos extratos de Fridericia chica sobre a producéo de Espécies
Reativas de Oxigénio intracelular (iROS)

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos e fracfes da espécie Fridericia chica,
Células Mononucleares Periféricas (PBMC) foram tratadas com diferentes concentracdes dos
extratos brutos (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL), com as fracGes F5 a
F10 (30 pg/mL) e estaurosporina (2,51M), por 4 horas. Conforme observado nas figuras 15 e
16, o extrato acetato de etila e as fragOes (F5, F6, F9 e F10), na presenca de estaurosporina,
diminuiram as espécies reativas de oxigénio intracelular (iROS) em todas as concentracdes
testadas. O tratamento com o extrato aquoso e com as fragdes (F7 e F9), nas mesmas condi¢oes,
diminuiram iROS nas concentracfes de 10 pug/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL. Os niveis de iROS

foram medidos utilizando a sonda fluorescente DCFDA a 25uM.
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Figura 14. Efeito dos extratos de Fridericia chica sobre a producéo de espécies reativas de oxigénio
intracelular (iIROS) em PBMC. O extratos aquoso e acetato de etila foram testados nas concentracées
de 1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL, por 4h. Estaurosporina (2,5uM) foi utilizado
como controle positivo. O extrato acetato de etila, na presenca de estaurosporina, diminuiu iROS em
todas as concentracfes testadas. O extrato aquoso, nas mesmas condices, diminui iIROS nas
concentracOes de 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL. Os resultados obtidos foram analisados no software
GraphPad Prisma 8.0. Os dados sdo representados como média e desvio padrdo. As médias foram
comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores significativamente diferentes entre os
grupos.
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Figura 15. Efeito das fracGes da espécie Fridericia chica sobre a producdo de espécies reativas de
oxigénio intracelular (iROS) em PBMC. As fragOes foram testadas nas concentracdes de 30 pg/mL por
um tempo de 4h. Estaurosporina (2,5uM) foi utilizado como controle positivo. As fracbes F5, F6, F9 e
F10 diminuiram as espécies reativas de oxigénio intracelular (iROS), na presenca de estaurosporina. As
fracBes F7 e F8, nas mesmas condicBes, ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao
controle positivo. Os resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. Os dados
sdo representados como média e desvio padrdo. *p<0,05 indica os valores significativamente diferentes
entre 0s grupos. As médias foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores
significativamente diferentes entre os grupos.
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5.8. Efeito Protetor dos extratos de Fridericia chica sobre Potencial de Membrana
Mitocondrial (AYm)

Para avaliar o efeito protetor sobre a membrana mitocondrial dos extratos e fragdes da
espécie Fridericia chica, Células Mononucleares Periféricas (PBMC) foram tratadas com
diferentes concentracdes dos extratos brutos (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50
pg/mL), das fraces F5 a F10 (30 pg/mL) e estaurosporina (2,5uM), durante 4h. O extrato
acetato de etila e as fragGes F5 a F10, na presenca de estaurosporina, aumentaram o potencial
de membrana mitocondrial. O extrato aquoso, nas mesmas condic¢des de tratamento, aumentou
o0 potencial de membrana nas concentracdes 3 pug/mL, 10 pug/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL. O
potencial de membrana intracelular foi avaliado utilizando-se o corante lipofilico DiOC6 a 2uM
(figuras 17 e 18).
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Figura 16. Efeito protetor dos extratos de Fridericia chica sobre o Potencial de Membrana Mitocondrial
(A¥m) em PBMC. O extratos aquoso e acetato de etila foram testados nas concentra¢des de 1 pug/mL,
3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL, por 4h. Estaurosporina (2,51M) foi utilizado como controle
positivo. O extrato acetato de etila, na presenca de estaurosporina, aumentou o potencial de membrana
mitocondrial em todas as concentracfes testadas. O extrato aquoso, nas mesmas condigdes, aumentou o
potencial de membrana nas concentra¢fes 3 pug/mL, 10 pug/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL, sem apresentar
diferenca estatistica na concentragdo de 1 pg/mL. Os resultados obtidos foram analisados no software
GraphPad Prisma 8.0. Os dados sdo representados como média e desvio padrdo. As médias foram
comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores significativamente diferentes entre os
grupos.
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Figura 17. Efeito protetor das fracdes de Fridericia chica sobre o Potencial de Membrana Mitocondrial
(A¥m) em PBMC. As fragbes F5 a F10 foram testadas nas concentragdes de 30 pg/mL por de 4h.
Estaurosporina (2,5uM) foi utilizado como controle positivo. Todas as fracGes, na presenca de
estaurosporina, aumentaram o potencial de membrana mitocondrial. Os resultados obtidos foram
analisados no software GraphPad Prisma 8.0. Os dados sdo representados como média e desvio padréo.
As médias foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores significativamente
diferentes entre 0s grupos.
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5.9. Efeito inibidor dos extratos brutos e das frac6es de Fridericia chica sobre a producéo
das citocinas pro-inflamatérias IL-1f e TNF-a.

Para avaliar a atividade anti-inflamatdria dos extratos e fracGes da espécie Fridericia
chica, sobrenadantes das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram tratadas
com diferentes concentragdes dos extratos brutos (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pug/mL e
50 pg/mL), com as fracGes F5 a F10 (30 pug/mL), e o veneno de Bothrops atrox (BaV) (5
pg/mL), por 24 horas. O extrato bruto acetato de etila, em todas as concentracdes testadas,
diminuiu a producdo de IL-1p induzida por BaV. O extrato aquoso, nas concentragdes de 10
pug/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL, também diminuiram a producéo de IL-1p. O tratamento com as
fracdes F5, F7, F8, F9 e F10, na presenca de BaV, diminuiram a producdo da citocina IL-1p.
O extrato aquoso em todas as concentrages testadas, diminuiu a producéo de TNF-o induzida
por BaV. O extrato acetato de etila, diminuiu a producdo de TNF-a nas concentragdes de 30
pug/mL e 50 pg/mL. Apenas a fracdo F9 diminuiu a producéo de TNF-o induzida pelo veneno
(BaV) (figuras 19 e 20).
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Figura 18. Efeito inibidor dos extratos brutos da espécie Fridericia chica sobre a producédo de IL-1B e
TNF-a, em PBMC. Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram tratadas com diferentes
concentracOes dos extratos brutos (1 pg/mL, 3 ug/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL, e com 0 veneno
de Bothrops atrox (BaV) (5 pg/mL), por 24 horas. O extrato bruto acetato de etila, em todas as
concentragOes testadas, diminuiu a producéo de IL-1B. O extrato aquoso, nas concentragdes de 10
pg/mL, 30 pg/mL e 50 pg/mL, também diminuiram a produgdo da citocina pro-inflamatoria. O extrato
aquoso em todas as concentrages testadas, diminuiu a produc¢éo de TNF-a induzida por BaV. O extrato
acetato de etila, diminuiu a producgdo de TNF-a, apenas nas concentragdes de 30 pg/mL e 50 pg/mL. Os
resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. Os dados sdo representados como
média e desvio padrdo. As médias foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores
significativamente diferentes entre os grupos.
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Figura 19. Efeito inibidor das fracbes da espécie Fridericia chica sobre a producédo de IL-1p ¢ TNF-a,
em PBMC. Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram tratadas com as fracdes F5 a
F10, na concentracdo de 30 pg/mL, e com o veneno de Bothrops atrox (BaV) (5 pg/mL), por 24 horas.
O tratamento com as fragbes F5, F7, F8, F9 e F10, na presenca de BaV, diminuiram a producdo da
citocina IL-1B. Apenas a fracdo F9 diminuiu a producdo de TNF-a induzida pelo veneno (BaV). Os
resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. Os dados sao representados como
média e desvio padrdo. As médias foram comparadas por one-way ANOVA. *p<0,05 indica os valores
significativamente diferentes entre os grupos.
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5.10. Efeito das frac6es de Fridericia chica sobre a producéo da citocina proé-inflamatéria
IL-6 e da citocina anti-inflamatéria IL-10 em PBMC.

Para avaliar o potencial anti-inflamatério das fracdes, obtidas a partir do extrato bruto
de acetato de etila, sobrenadantes das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)
foram tratadas com as fragcdes F5 a F10 na concentracdo de 30 pug/mL, e com o veneno de
Bothrops atrox (BaV) (5 pg/mL), por 24 horas. Conforme observado na figura 21, as fragoes
F5 e F7 diminuiram a producéo da citocina pro-inflamatoria IL-6 induzida por BaV. As fragdes

F6 aumentou a producdo de IL-10, na presenca do veneno de Bothrops atrox.
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Figura 20. Avaliacdo do potencial anti-inflamatério das fragcGes da espécie Fridericia chica sobre a
producéo das citocinas IL-6 e IL-10, em PBMC. Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)
foram tratadas com as fragBes F5 a F10, na concentragcdo de 30 pg/mL, e com o veneno de Bothrops
atrox (BaV) (5 pg/mL), por 24 horas. As fragdes F5 e F7 diminuiram a producdo da citocina IL-6
induzida por BaV. As fra¢cdes F6 aumentou a producdo de IL-10, na presenca do veneno de Bothrops
atrox. Os resultados obtidos foram analisados no software GraphPad Prisma 8.0. Os dados s&o
representados como média e desvio padrdo. As médias foram comparadas por one-way ANOVA.
*p<0,05 indica os valores significativamente diferentes entre os grupos.
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5.11. Efeito do extrato de Fridericia chica Verlot sobre a Motilidade Celular

A avaliacdo da Motilidade Celular ocorreu apés o tratamento das Células MRC-5 com

as diferentes concentracdes do extrato aquoso de Fridericia chica (0,5 pg/ mL, 1 pg/ mL e 5

pug/ mL). Vitamina C a 25 uM foi utilizada como controle positivo. Observou-se que 0

tratamento com as concentracdes do extrato proporcionou uma alta taxa de migracdo em todas

as concentragdes testadas no tempo de 24 h.

Aquoso
500+
|
|
400+ | —
& 3007 —
3 —
3 200 =
*kk*k —
100- _ — *kkk
0- T T ? E
Q ‘Lb‘ Q f],b‘ Q q/ba
Tempo (h)

B Vit C 25 uM

= 05

= 1 Fridericia chica
(@o/mL)

= 5

Figura 21. Efeito do extrato aquoso de Fridericia chica sobre a motilidade celular. As células MRC-5
foram tratadas com as diferentes concentrac@es de do extrato 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 5 pg/mL por 24 h.

**** pn <0.0001 foi considerado estatisticamente significativo.
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Figura 22. Efeito do extrato aquoso de Fridericia chica sobre a migracdo das células MRC-5. As células
MRC-5 foram tratadas com as concentra¢@es de 0,5 pg/mL, 1 pg/mL e 5 pg/mL do extrato aquoso das

folhas de A. chica no tempo de 24 h.
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5.12. Diferenciacao de linfocitos Th17 na presenca do extrato aquoso de Fridericia chica

Foi avaliada a diferenciag@o de linfocitos Th17 na presenga de TGFp, IL-6 e do extrato
aquoso de Fridericia chica em diferentes concentragdes (10 pg/mL, 30 pg/mL e 100 pg/mL).
Nas condicBes descritas foi observado uma diminuicdo na diferenciacdo de linfocitos Th17 na
presenca de Fridericia chica em todas as concentracGes avaliadas (10 pg/mL, 30 pg/mL e 100
ug/mL) quando comparado com as células estimuladas unicamente com TGFp e IL-6,
evidenciando assim que o extrato aquoso de Fridericia chica tem a capacidade de diminuir a
diferenciacdo de celulas Thl7, e que esse efeito vai se tornando mais forte com o aumento da
concentracdo, o que poderia favorecer um microambiente de citocinas com um perfil mais anti-

inflamatorio (Figura 22).
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Figura 23. Diferenciacdo de linfécitos Th17 na presenca do extrato aquoso de Fridericia chica. Foi avaliada a diferenciagio de linfocitos Th17 na presenca de TGFp,
IL-6 e do extrato aquoso de Fridericia chica em diferentes concentragdes (10 pg/mL, 30 pg/mL e 100 pg/mL). A) Viabilidade celular; B) Sem estimulo; C) Tratamento
com o extrato aquoso de F. chica (10 pg/mL); D) Tratamento com o extrato aquoso de F. chica (30 pg/mL); E) Tratamento com o extrato aquoso de F. chica (100
pg/mL); F) Gréfico de barras. Foi observado uma diminuigdo na diferenciacéo de linfocitos Th17 na presenca de Fridericia chica em todas as concentragdes avaliadas
(10 ug/mL, 30 ug/mL e 100 ug/mL) quando comparado com as células estimuladas unicamente com TGFp e IL-6.
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5.13. Diferenciacéo de células T reguladoras na presenca de extrato aquoso de Fridericia
chica

Foi avaliada a capacidade do extrato de Fridericia chica para induzir a diferenciacéo de
Linfécitos T reguladores (Treg) na presenca de diferentes concentragdes de TGF-B (0,3 ng/mL,
1 ng/mL e 3 ng/mL). Conforme ilustrado na Figura 23, e em seguida avaliados pela expressdo
de FoxP3, os linfocitos foram tratados com o extrato aquoso de Fridericia chica nas
concentracfes de 10 pg/mL, 30 pg/mL e 100 pg/mL, por 72 horas. O extrato aquoso de
Fridericia chica ndo promoveu nenhuma alteragdo estatisticamente significativa na
diferenciacdo das células T reguladoras na presenca de TGF-f na concentragdo de 3 ng/mL. Na
presenca de 0,3 ng/mL e 1 ng/mL de TGF-B o extrato aquoso de Fridericia chica aumentou
significativamente a diferenciacdo de células T reguladoras, principalmente quando tratadas
com as concentragdes de 30 pg/m e 100 pg/mL, sendo maior efeito observado quando usamos
a concentracdo de 100 pg/mL. O anteriormente descrito mostra claramente como o extrato
aquoso de Fridericia chica tem a capacidade de regular a diferenciacdo de linfocitos T
favorecendo o perfil Treg nas condi¢des adequadas, sendo maior o efeito quando as células sdo

expostas as maiores concentragdes do extrato (Figura 23).

Figura 24. Diferenciacdo de Células T reguladoras na presenca do extrato aquoso de Fridericia chica.
Foi avaliada a capacidade do extrato de Fridericia chica para induzir a diferenciacdo de Linfdcitos T
reguladores (Treg) na presenca de diferentes concentracdes de TGF-B (0,3 ng/mL, 1 ng/mL e 3 ng/mL).
Em seguida avaliados pela expressdo de FoxP3, os linfdcitos foram tratados com o extrato aquoso de
Fridericia chica (10 pg/mL, 30 pg/mL e 100 pug/mL). A) Viabilidade celular; B) Sem estimulo; C)
Tratamento com o extrato aquoso de F. chica (10 pug/mL); D) Tratamento com o extrato aquoso de F.
chica (30 pg/mL); E) Tratamento com o extrato aquoso de F. chica (100 pg/mL); F) Gréfico de barras.
O extrato aquoso de Fridericia chica ndo promoveu nenhuma alterag&o estatisticamente significativa na
diferenciacdo das células T reguladoras na presenca de TGF-f na concentragao de 3 ng/mL. Na presenga
de 0,3 ng/mL e 1 ng/mL de TGF-f o extrato aquoso de Fridericia chica aumentou significativamente a
diferenciacdo de células T reguladoras, principalmente quando tratadas com as concentracdes de 30
pg/m e 100 pg/mL.
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Figura 24. Diferenciacdo de celulas T reguladoras na presenca de extrato aquoso de Fridericia chica.
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5.14. Efeito do extrato aquoso de Fridericia chica sobre a polariza¢cdo de macréfagos para
um perfil M2

Macrdfagos derivados da medula dssea de camundongos foram estimulados com a
citocina imunoreguladora IL-4 com a intencdo de induzir a polarizacdo destas células para um
perfil M2, conjuntamente os macréfagos foram ou nao expostos a diferentes concentracdes de
Fridericia chica (1 pg/mL, 3 pg/mL,10 pg/mL e 30 pg/mL) por 24h e 48h. Como mostra a
figura 25, nas condi¢Oes descritas anteriormente, foi observado que na presenca do extrato
aquoso de Fridericia chica, na concentracdo de 10 pg/mL, houve um aumento da producgéo da
citocina imunoreguladora CCL22, nos dois tempos testados, quando comparado com o controle

exposto unicamente a IL4.
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Figura 25. Efeito do extrato aquoso de Fridericia chica sobre a polarizacdo de macréfagos para um
perfil M2. Os macrofagos foram estimulados com a citocina imunoreguladora IL-4 com o intuito de
induzir a polarizagdo destas células para um perfil M2, e foram tratados com as diferentes concentragdes
do extrato aquoso de Fridericia chica (1 pg/mL, 3 pg/mL, 10 pg/mL e 30 pug/mL), nos tempos de 24h
(A) e 48h (B). Foi observado que na presencga do extrato aquoso de Fridericia chica, na concentracéo
de 10 pg/mL, houve um aumento na secre¢do de CCL22 quando comparado com o controle exposto
unicamente a IL4.
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6. DISCUSSAO

Conforme discutido anteriormente na revisao desta tese, os extratos de Fridericia chica
sdo ricos em flavonoides, sobretudo a carajurina (6,7-di-hidroxi-5,4'-dimetoxi-flavilio) e a
carajurona (6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxi-flavilio), pigmentos responsdveis pela coloragdo
vermelha do cha preparado a partir das folhas secas dessa espécie. Os flavondides sdo um grupo
de compostos naturais que possuem na sua estrutura quimica 15 carbonos, dependendo do nivel
de oxidacdo do seu anel C podem ser classificados em oito grupos, entre eles as antocianinas,
as quais apresentam atividade anti-inflamatoria e antioxidante, e estdo presentes
majoritariamente na forma 3-desoxiantocianinas, principalmente carajurina e carajurona, nas
plantas da espécie Fridericia chica (ZORN et al., 2001; MARTINEZ; MIJARES; DE
SANCTIS, 2019; FALLAH et al. , 2020).

A partir da caracterizagdo quimica realizada neste trabalho demostrou-se claramente que
0 extrato aquoso de Fridericia chica, produzido com secagem em spray dryer, é rico em
carajurina (6,7-di-hidroxi-5,4'-dimetoxi-flavilio) e carajurona (6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxi-
flavilio). No extrato bruto acetato de etila e nas fragdes obtidas a partir dele as substancias
carajurina e carajurona também foram identificadas. No estudo desenvolvido por CABRAL et
al., (2010) utilizando o extrato etandlico de Fridericia chica também foram identificados os
fons 285 (carajurona) e 299 (carajurina). Anteriormente foi demonstrado que o extrato de
Fridericia chica seco com spray dryer tem quantidade menor de carajurina em 37,5%, porém o
processo de secagem preserva as atividades farmacoldgicas do extrato. O extrato demonstrou
atividade cicatrizante e antimicrobiana (SOUSA et al., 2022).

Os flavonoides também podem atuar no bloqueio da cascata do acido araquiddnico pelas
vias de inibicdo da enzima Ciclooxigenase 2 (COX-2) e 5-Lipoxigenase (5-LO) (CHI et al.,
2001; JANG et al., 2002). Estudos demonstram que os flavondides e seus derivados também
atuam nas respostas das células imunes, influenciando na expressdo de mediadores
inflamatdrios (MARTINEZ; MIJARES; DE SANCTIS, 2019). O Fator de Transcri¢do Nuclear
kappa B (NF-xB, do inglés, nuclear fator-kB) regula a transcricdo de genes que codificam
diversas enzimas inflamatorias, entre elas Oxido Nitrico sintase induzivel (iNOS),
Ciclooxigenase 2 (COX-2) e 5-LO (ZORN et al., 2001). Em um trabalho desenvolvido por
ZORN e colaboradores, em 2001, mostrou que a molécula carajurona foi capaz de inibir
totalmente 0 NF-kB. Neste trabalho avaliamos in silico a interacdo da molécula carajurona a
partir da energia de ligagdo com a enzima Ciclooxigenase 2 (COX-2) e observamos uma energia
de ligacdo proxima a do ligante Rofecoxib, inibidor especifico da COX-2.
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Os extratos (aquoso e acetato de etila) de Fridericia chica, nas concentragdes utilizadas
neste trabalho, ndo apresentaram toxicidade para células humanas (PBMC) e de camundongos
(J774.Al). Entretanto apresentaram atividade citotdxica para as linhagens tumorais HL60 e
THP-1, apresentando um perfil antitumoral. Em contrapartida dados publicados por DE
CARVALHO RIBEIRO (2012) demonstraram que 0 extrato aquoso ndo apresentou atividade
citotdxica significativa sobre as células leucémicas humanas da linhagem Jurkat (leucemia
linfoide).

De uma forma geral, esta bem estabelecido que os flavonoides apresentam propriedades
antioxidantes in vitro e in vivo, o grupo hidroxila presente na estrutura desses compostos
naturais impede as reacGes em cadeias produzidas pelos radicais livres, a partir da doacao de
atomos de hidrogénio ou elétrons (RAVISHANKAR et al., 2013; KOZLOWSKA et al., 2014;
SLIKA et al., 2022). Estudos anteriores identificaram que a flavona luteolina, identificada no
extrato etanolico de Fridericia chica, apresentou atividade antioxidante pelo método de DPPH
(2,2-difenil-1-picrylhydrazil) (AMARAL et al., 2012). O excesso de radicais livres pode
contribuir para 0 aumento das especies reativas de oxigénio e levar ao estresse oxidativo, o qual
estd envolvido no desenvolvimento de doencas como as doencas neurodegenerativas,
obesidade, no processo de envelhecimento e condi¢fes inflamatdrias (ICHIISHI et al., 2016;
MATSUDA et al., 2013). O estresse oxidativo pode levar a disfuncdo mitocondrial, que esta
frequentemente associada ao desenvolvimento de doencas, entre elas as doencas
neurodegenerativas (GOLPICH et al., 2017; ZONG et al., 2015; LEE et al., 2015).

Os flavonoides também tem uma agdo sobre as mitocdndrias, em aumentar o potencial
de membrana mitocondrial levando a redugdo da apoptose (KICINSKA et al., 2020). A
biogénese das mitocondrias torna as células saudaveis, ou seja, quanto maior a quantidade de
mitocondrias maior o nimero de células saudaveis. O crescimento do nimero de mitocondrias
causa um efeito geral no corpo de imunomodulagdo, e 0 aumento da massa mitocondrial esta
associado a um perfil anti-inflamatorio (FERREE e SHIRIHAL., 2012; WENZEL et al., 2017).
Quando as mitocondrias encontram-se danificadas tornam-se pro-inflamatorias (MILLS;
KELLY; O'NEILL, 2017). A disfuncdo mitocondrial estd diretamente envolvida na morte
celular e ao surgimento de doencas como o cancer, diabetes e doencgas neurodegenerativas (LIN;
BEAL, 2006; REDDY, 2008; DIMAURO; SCHON, 2008; VAFAI; MOOTHA, 2012).

O papel terapéutico dos flavondides no tratamento da inflamag&o tem sido evidenciado
em diversas pesquisas in vitro e in vivo. A flavona hispidulina inibiu a producdo de TNF- a., IL-
6, IL-1 B, e PGE2 e reduziu NF-xkB (LIMA et al., 2020). Além disso, a carajurona, umas das 3-
desoxiantocianinas, que estdo presentes na espécie Fridericia chica, foi capaz de inibir
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totalmente o Fator de Transcricdo Nuclear kappa B (NF-xB), o qual esta envolvido na
transcricao de genes pré inflamatdrios, e que podem levar ao desenvolvimento de doengas como
a Esclerose Multipla (ZORN et al., 2001; LAWRENCE, 2009; TAK et al., 2001; LIBBY et al.,
2002). Um modo pelo qual os flavonoides podem estar atuando na reducéo de citocinas pro-
inflamatorias é inibindo a ativacdo de NF-xB. Foi demonstrando anteriormente que o
tratamento com o extrato da espécie Fridericia chica, diminuiu a inflamacdo induzida pelos
venenos das serpentes Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima, cuja patogénese pode
envolver a participagdo da enzima fosfolipase A que estimula a liberacdo do é&cido
araquiddnico (FURTADO et al., 1991; KOUTOULOGENIS et al., 2020).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os extratos aquoso e acetato de etila
de Fridericia chica mostraram-se capazes de reduzir o estresse oxidativo, aumentar o potencial
de membrana mitocondrial e reduzir a producédo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B ¢ TNF-
a) em células de PBMC, estimuladas com o veneno de Bothrops atrox. Além disso, a fracdo F6
obtida a partir do extrato bruto acetato de etila, aumentou a producdo da citocina anti-
inflamatoria IL-10, nas mesmas células e condi¢des de tratamento citados acima. Experimentos
realizados por BATALHA (2017) em células THP-1, estimuladas com estaurosporina,
mostraram que apos os tratamentos com extratos de Fridericia chica (aquoso, acetato de etila,
etandlico e hexanico) houve uma diminui¢do na producdo de espécies reativas de oxigénio
intracelular e um aumento no potencial de membrana mitocondrial. Estudos publicados por
LIMA (2020) em células RAW 267.4 (macrdéfagos de camundongo), estimuladas com LPS,
mostram um aumento na producgéo da citocina IL-10 e diminui¢do na producdo da citocina IL-
1B a partir do tratamento com o extrato hidroetanolico de Fridericia chica.

Pesquisas comprovam que os flavondides podem interferir na ativacdo do inflamassoma
NLRP3 (LIM et al., 2018). A apigenina, também identificada nos extratos de Fridericia chica,
e uma chalcona inibiram a oligomerizacdo do inflamassoma NLRP3 em células THP-1
estimuladas com LPS (HONDA et al., 2014; ZHANG et al., 2014). Os extratos brutos e as
fracbes da espécie Fridericia chica reduziram a producédo de IL-1p induzida pelo veneno de
Bothrops atrox em células de PBMC. A IL-18 é resultado da ativacao de um complexo chamado
inflamassoma, no citoplasma da célula. O inflamassoma é um complexo macromolecular
citoplasmatico que quando acionado induz a producao das citocinas pré-inflamatorias IL-1 e
IL-18. Para o acionamento da via canénica do inflamassoma é necessario um sinal de iniciacdo
(priming) e o acionamento de NLRP3 (Familia de receptores semelhantes a NOD contendo
dominio de pirina 3) (TAKEUCHI et al., 2010; SHARMA, et al., 2016). A iniciacdo do
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inflamassoma por sua via candnica acontece ap0s o acionamento dos receptores TLR e ativacdo
de NF-«B. Esta etapa promove a liberacao citoplasmatica de Pro- IL-1 e Pro-1L-18.

O NLPR3 é um receptor de reconhecimento de padrdo (PRRs) molecular derivados de
patdgenos (PAMPs), de danos celulares (DAMPs) e toxinas (VAMPSs). Entre os PRRs
destacam-se Espécies Reativas de Oxigénio (iROS), Adenosina Trifosfato (ATP), Potassio (K*)
extracelular, flagelina, o asbesto, entre outros. O acionamento do NLPR3 ativa a caspase-1 que
quebra Pro- IL-1P e Pro- 1L-18 em IL-1p e IL-18 (MANJI et al., 2002; FRANCHI et al., 2009;
MARTINON et al., 2002). A desregulacéo do inflamassoma NLRP3 esta na génese de vérias
doengas como a doenca de Alzheimer, diabetes, gota e aterosclerose (MENU et al., 2011; GUO
etal., 2015). Os extratos de Fridericia chica mostraram-se eficientes em reduzir a producéo de
IL-1B em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs), estimulados com LPS e acido
arico (UBIERA 2021). A carajurona isolado do extrato hidroalcodlico de Fridericia chica
também se mostrou eficaz em reduzir a producdo de IL-1p em modelo murinico de peritonite
(LIMA, 2020).

A BthTX-1 é uma Fosfolipase A2 (Lys49-PLA>) presente no veneno B. jararacussu é
capaz de induzir a producdo de IL-1pB via ativacdo de NLP3 quando injetada no musculo
gastrocnémio (BOENO et al., 2019). A producdo de IL-1p induzida por BthTX-1 é dependente
de caspase-1/11, proteina ASC e NLPR3, e adicionalmente pela liberacdo de ATP através dos
canais de panexina P2X7 (RANEIA E SILVA et al., 2021). E interessante notar que o extrato
aquoso de Fridericia chica foi capaz de reduzir o edema de pata induzido pelo veneno de
Bothrops atrox e Crotalus durissus (OLIVEIRA et al., 2009). No entanto, ndo esta demonstrado
se este efeito redutor de edema produzido por Fridericia chica se deve majoritariamente a acéo
inibitoria do extrato sobre o inflamassoma.

Estudos realizados anteriormente mostraram que 0s extratos de Fridericia chica
induziram fortemente a producdo de IL-10 em células J774A.1 estimuladas com zymosan,
células RAW 264.7 e em macro6fagos derivados da medula ssea (BMDMs), tratados com LPS.
(BATALHA, 2017; LIMA et al., 2020; UBIERA, 2021). A producdo de IL-10 induzida pelo
extrato aquoso de Fridericia chica esté associada a ativacdo dependente da via adenosinérgica.
GURUNG et al., 2015 demonstraram que a IL-10 reduz a expressdao de NLRP3 em BMDMs,
modulando dessa forma a ativacdo do inflamassoma e a producéo de IL-1p.

Diversos trabalhos apontam a importancia da citocina IL-10 sobre as mitocondrias. Por
meio do processo de mitofagia (eliminacdo das mitocondrias disfuncionais) a IL-10 remove as
mitocdndrias que apresentam disfuncao (baixo potencial de membrana e altos niveis de espécies

reativas de oxigénio). Quando ocorre a auséncia de IL-10, os macréfagos acumulam
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mitocondrias danificadas, o que leva a producgédo de IL1pB e ativagdo do inflamassoma via
NLPR3 (GURUNG; LUKENS; KANNEGANTI, 2015; MILLS; KELLY; O'NEILL, 2017; IP
etal., 2017).

O reparo de lesGes teciduais, isto é a cicatrizagdo, € um processo interativo que envolve
mediadores, componentes da matriz extracelular, células residentes e subtipos de leucdcitos
infiltrantes, que participam de diferentes maneiras nas trés fases classicamente definidas da
cicatrizacdo de feridas: inflamacdo, formacdo e remodelacdo dos tecidos. Dentre as células,
fibroblastos, macréfagos e linfdcitos apresentam um importante papel nesse evento (BIELECKI
et al., 2012). A avaliagdo da motilidade celular apds o tratamento com o extrato aquoso de
Fridericia chica, realizado neste trabalho, proporcionou uma alta taxa de migragdo em células
de fibroblastos humanos (MRC-5).

Os macrofagos teciduais compartilham uma série de fungfes comuns que abrangem a
eliminacdo de detritos celulares, vigilancia imunoldgica, cicatrizagao de feridas, defesa contra
patdgenos e iniciacdo e resolucdo da inflamacdo. Macrdfagos sdo funcionalmente diversos e
compreendem varios subtipos, incluindo populagdes M1 pro-inflamatérias ativadas
classicamente e populagdes M2 anti-inflamatorias alternativamente ativadas. Em contraste, 0s
macrofagos M2 liberam baixas quantidades de moléculas pro-inflamatorias, mas niveis mais
altos de mediadores anti-inflamatérios (CELIK et al., 2020 ).

A ativacdo alternativa de macrofagos in vitro induzida por IL-4 é capaz de gerar a
expressdo de genes, que promovem a expressdo de varias citocinas e quimiocinas anti-
inflamatorias, como TGF-B, IL-10 e CCL18, induzindo um efeito pro-fibrético (ROSZER,
2015; ORECCHIONI et al., 2020). A quimiocina CCL-22 (quimiocina derivada de macréfago
— MDC) € responsavel por induzir quimiotaxia de células dendriticas e células Th2,
desempenhando um papel importante no recrutamento de células Th2 para os locais
inflamatoérios e na regulagdo das respostas imunes relacionadas a Th2 (YAMASHITA &
KURODA, 2002 ). Estudos demonstraram que CCL-22 é capaz de promover a reepitelizacdo
de lesdes cutaneas e deposicdo de matriz extracelular em um modelo de cicatrizacao de feridas
ex vivo humano (WILKINSON et al., 2019).

Os macréfagos, obtidos pela estimulagdo com IL-4, sdo considerados agentes anti-
inflamatorios com papéis importantes na homeostase e na restituigdo/recuperacao tecidual apos
lesdo (HAMIDZADEH et al., 2017 ; MINUTTI et al., 2017 ). No presente estudo, observamos
gue o extrato aquoso de Fridericia chica foi capaz de aumentar a secrecdo de CCL-22 em
macréfagos ja com fenotipo M2 (induzidos pelo tratamento com IL-4). Assim, baseado na

funcdo de macro6fagos no processo de reparacdo tecidual e com os resultados obtidos, podemos
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sugerir que o extrato aquosos de Fridericia chica seria capaz de potencializar o reparo tecidual
por macrofagos que ja apresentam um perfil M2. Este resultado ajuda a entender o papel anti-
inflamatorio da espécie Fridericia chica de um modo mais amplo, apresentando a proposta de
um mecanismo complexo que envolve distintos grupos celulares.

Linfocitos apresentam uma funcdo importante no inicio da cicatrizacdo de feridas,
porém sua preservacao resulta em uma resposta imune essencial para um resultado normal do
reparo tecidual. A lesdo pode reduzir o numero de linfécitos, bem com o fendtipo e suas
funcdes, que podem levar a imunossupressdo generalizada que aumenta a suscetibilidade a
infeccdes (SHORT et al., 2022 ). Os linfécitos T CD4* podem representar a populagédo de
linfécitos chave que regula as respostas a lesdo e reparacdo de feridas. O equilibrio entre a
angiogénese da inflamacdo dirigida pelos linfocitos T pode fazer parte dos mecanismos
responsaveis pelo reparo tecidual e a cicatrizacdo (WANG et al., 2019).

As células T reguladoras (Tregs), definidas pela expressdo do fator de transcricdo
determinante da linhagem, Foxp3, compGem aproximadamente 20% das células CD4" que
residem no tecido cutaneo humana adulto e desempenham um papel crucial na atenuacao da
inflamacdo durante a cicatrizacdo normal de feridas. Enquanto as Tregs secretam a citocina
reguladora e antifibrética, 1L-10, elas também secretam TGF-B1, que duplamente atua como
um fator anti-inflamatério e um fator de crescimento intensamente pré-fibrético (SANCHEZ et
al., 2014). Em nossos resultados, observamos que o extrato aquoso de Fridericia chica
apresentou uma capacidade de aumentar significativamente a diferenciacdo de células T
reguladoras, induzidas por TGF-B. Tregs moderam uma resposta Th1/Th2 que ¢ fundamental
na prevencdo da ativacdo e fibrose de fibroblastos dérmicos. Assim, as Tregs atuam na
prevencao da fibrose excessiva, mas também indicam que as a¢Ges das Tregs sozinhas ndo séo
suficientes para promover a cicatrizagdo regenerativa (SHORT et al., 2022).

Linfocitos Th17 sdo definidos por sua producédo de IL-17, a qual demonstrou diminuir
o fator de crescimento do tecido conjuntivo em fibroblastos humanos, um promotor de fibrose
a montante do TGF-B1, sugerindo um possivel papel na redugio da cicatrizagdo (SHORT et al.,
2022). No presente trabalho, observamos que na presenca do extrato aquoso de Fridericia chica
foi observada uma diminui¢do na diferenciacdo de linfocitos Thl7, favorecendo assim um

microambiente de citocinas com um perfil mais anti-inflamatorio.
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7. CONCLUSAO

1. A molécula carajurona, uma das substancia majoritarias presente nos extratos da espécie
de Fridericia chica, apresentou uma energia de ligacdo préxima a do ligante Rofecoxib,
inibidor especifico da COX-2.

2. Os extratos aquoso, acetato de etila e as fracdes da espécie Fridericia chica diminuiram
as espécies reativas de oxigénio intracelular, na presenca de estaurosporina e
aumentaram o potencial de membrana mitocondrial, nas mesmas condigdes.

3. Os extratos aquoso, acetato de etila e as fracdes de Fridericia chica reduziram a
producdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1f e TNF-a, na presenga do veneno de
Bothrops atrox. As fracdes aumentaram a producdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10
e diminuiram IL-6, nas mesmas condi¢oes.

4. O extrato aquoso de Fridericia chica proporcionou uma alta taxa de migragcdo em
células de fibroblastos humanos.

5. O extrato aquoso de Fridericia chica foi capaz de diminuir a diferenciacdo de células
Th17 e aumentar a polarizacao da populacédo de células Treg, induzindo assim um perfil
mais regulatorio.

6. O extrato aquoso de Fridericia chica potencializou a produgdo de CCL-22 induzida por
IL-4.
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9. ANEXO

(LORDE do Mg,
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO CEUA(\)

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (FMR(JP“USP ‘ =
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AUTORIZACAO

A CEUA-FMRP autoriza a execucdo do projeto intitulado: “Efeito anti-
inflamatdrio da Arrabidaea chica VERLOT dependente da adenosina.”, registrado com o nimero do
protocolo 117/2020, sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Carlos Farias Alves Filho, envolvendo
a producdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n®11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA). O Protocolo foi
APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto
da Universidade de S&o Paulo, em reuni&o de 31 de agosto de 2020.
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Paula Ramos Viacava
Adriane Ddmares de Sousa Jorge Batalha

Lembramos da obrigatoriedade do Relatério Final, em modelo da CEUA, para
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s g Animais 9
Camundongo / C57BI 6 105 229/ 42 dias Macho Servico de Biotério
Camundongo / Balb ¢ 06 229/ 42 dias Macho Servigo de Biotério
Camundongo / A2A KO 06 229/ 42 dias Macho Centro de Criagdo d.e.Camundongos
Especiais
Camundongo / CD39 KO 06 229/ 42 dias Macho Centro de Crl;(s;;zgzigamundongos
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